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Synthese des Spirographisporphyrins’) 
Von 
Hans Fischer und Guido Wecker?”) 
| Mit 4 Figuren im Text und auf Tafel I 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. September 1941) 


Auf Grund der analytischen Arbeitsresultate*) kommt dem 
Spirographisporphyrin folgende Formulierung zu 
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Es steht also in nahen Beziehungen zum Hamin, das ja Vinyl- 
gruppen in 2- und 4-Stellung tragt. Die Oxydation der Vinylgruppe 
in 2-Stellung miiBte zum Spirographishaimin bzw. -porphyrin — 
fiihren, eine Reaktion, die derzeit in Bearbeitung ist. Als Ausgangs- 
material fiir die Synthese konnte Deuterohiémin dienen, das in guter 
Ausbeute aus dem natiirlichen Himin durch Resorcinschmelze ge- 
wonnen werden kann. Durch Umsetzung des Deuterohéimins mit 
Dichlormethylathylather bei Gegenwart von Zinntetrabromid war 
es gelungen’), in 4-Stellung den Formylrest einzufiihren. Von hier 





1) 45. Mitteilung zur Kenntnis der Porphyrine; 44. Mitteilung, Liebigs 
Ann. 545, 22 (1940). 

2) Dissertation G. Wecker, Techn. Hochschule Miinchen 1941. 

8) H. Fischer u. C. v. Seemann, Diese Z. 242, 133 (1936), dort auch 
weitere Literatur. 

4) H. Fischer u. L. Beer, Diese Z. 244, 47 (1936). 
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aus sollte dann iiber 4-Oxiathyldeuteroporphyrin, 2-Formy]-4-ox- 
ithyl-deuteroporphyrin das 2- Formy]-4-vinyldeuteroporphyrin er- 
halten werden, entsprechend aa a ae 
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Vom 4-Oxiathyldeuteroporphyrin iiber das tite 
porphyrin zum 2-Formyl]-4-vinyldeuteroporphyrin mufte man 
ebenfalls zum Ziele kommen. Beide Wege wurden versucht, beide 
fiihrten, wenigstens spektroskopisch, zum Spirographisporphyrin. 

Es wurde also zunéchst nach der Vorschrift von H. Fischer 
und L. Beer*) das 4-Formyldeuteroporphyrin und daraus durch 
Umsetzung mit Methylmagnesiumjodid der 4-Oxiathyldeuteropor- 
phyrinester dargestellt. Hier ergaben sich schon groBe Schwierig- 
keiten, gut krystallisierte Produkte zu erhalten. Der Schmelzpunkt 
des 4-Oxathyldeuteroporphyrinesters differierte zunaichst stark bei 
den verschiedenen Ansatzen. Er war friiher bei 206°, in einer 
spateren Arbeit (Dissertation H. Bock, Techn. Hochschule Miinchen, 
1938) bei 185° gefunden worden. 

Beim Eimengen der atherischen Lésung des 4-Oxiathyldeutero- 
porphyrinesters und Versetzen mit Methanol wurde ein krystalli- 
sierter Kérper vom Schmelzp. 197° (korr.) erhalten. Nach der 
Extraktion mit Methanol stieg er auf 201° (korr.). Aus der Mutter- 
lauge krystallisierte eine Substanz vom Schmelzp. 192° (korr.). 
Durch haufiges Umlésen konnte der Schmelzp. zunichst auf 216°, 
schheBlich durch fraktionierte Extraktion bis auf 220° (korr.) 
gebracht werden. Der endgiiltige Schmelzpunkt lag aber noch weit 
héher (vgl. weiter unten). Mit diesem sehr gut krystallisierten 
Produkt konnte nach der Verseifung krystallisiertes freies 4-Ox- 
athyldeuteroporphyrin erhalten werden, bei dem die Wasser- 
abspaltung zum 4-Vinyldeuteroporphyrin im Hochvakuum bei 205° 
eindeutig gelang, jedoch ergaben sich zunichst wieder groBe 
Schwierigkeiten, Krystalle zu erhalten. SchlieBlich war es doch 
mdglich, nach geeigneter Adsorptionsanalyse den 4-Vinyldeutero- 
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porphyrinester in ziemlich derben verwachsenen Stiabchen zu er- 
halten. Nach einem Tage fielen aus der gleichen Lésung, in der diese 
Krystalle noch vorhanden waren, weitere feine lange Nadeln aus. 
Nach dem Abfiltrieren kamen aus der Mutterlauge noch schéne, 
lange Nadeln heraus. 


Mit Hilfe eines Mikromanipulators, der uns liebenswiirdigerweise von 
Herrn Prof. v. Frisch, Zoolog. Institut Miinchen, iiberlassen wurde, wurden 
nun die Nadeln von den derben Staibchen getrennt und der Réntgenanalyse 
unterworfen. Die erhaltenen Aufnahmen differierten in einigen Linien, wihrend 
die Spektren ihrer Lésungen vollkommen identisch waren. Die Schmelz- 
punkte (nach Kofler) lagen bei beiden Krystallformen bei 213°. Mischschmelz- 
punktsdepression trat nicht ein, was erklarlich ist, denn die einzelnen Formen 
hatten immer noch geniigend Beimengungen der anderen Form. Zur weiteren 
Reinigung durch Umkrystallisieren langte die minimale Menge nicht aus. 


~~ Die Schwierigkeit, emen exakten Schmelzpunkt fiir den 
4-Oxithyldeuteroporphyrinester zu erhalten, das schlechte Kry- 
stallisationsvermoégen der niedrig schmelzenden Ansatze und schlieB- 
lich die verschiedenen Krystallformen des 4-Vinyldeuteroporphyrin- 
esters lieBen darauf schlieBen, daB es sich nicht um einheitliche 
Substanzen, sondern um Gemische verschiedener Stoffe handelte, 
die auch durch Adsorptionsanalyse nicht zu trennen waren. 

Der endgiiltige Beweis fiir diese Annahme wurde durch die 
Isolierung von 2-Oxathyldeuteroporphyrinester erbracht: Beim oft 
wiederholten Umkrystallisieren von 4-Oxathyldeuteroporphyrin- 
ester gelang es, aus der Mutterlauge einen in feinen Nadeln krystalli- 
sierenden K6érper vom Schmelzp. 233° (korr.) zu erhalten, der 
spektroskopisch identisch war mit ,normalem“ 4-Oxathyldeutero- 
porphyrinester, dessen Analyse ebenfalls genau hierauf stimmte, der 
aber mit 4-Oxathyldeuteroporphyrinester vom Schmelzp. 219° eine 
Mischschmelzpunktsdepression auf 198° ergab! 

Es lag nahe, daB es sich um den 2-Oxathyldeuteroporphyrin- 
ester handelte. Die Reduktion mittels Jodwasserstoff mu8te zum 
entsprechenden Athyldeuteroporphyrin fiihren. Es wurde auch 
ein in schénen Nadeln krystallisierender Kérper vom Schmelz- 
punkt 212° (korr.) erhalten, der mit dem von H. Fischer und 
A. Kirstahler5) ringsynthetisch erhaltenen 2-Athyldeuteropor- 
phyrinester vom Schmelzp. 214° (korr.) einen Mischschmelzpunkt 
von 213° (korr.) ergab, also identisch war, wihrend der Misch- 
schmelzpunkt mit ringsynthetischem 4-Athyldeuteroporphyrin- 
ester®) (213° korr.) eme Depression auf 185—188° (korr.) ergab. 





5) H. Fischer u. A. Kirstahler, Diese Z. 198, 44 (1931). 
te 

















a in ribet le Rana EOE 


Staind saver NO eh 








4 Hans Fischer und Guido Wecker. 


Also muBte es sich bei dem ,,4-Oxiathyldeuteroporphyrinester‘‘ 
um ein Isomerengemisch von 2- neben 4-Oxiathyldeuteroporphyrin- 
ester handein, demnach hatte die Formylierung von Deuterohimin 
mit anschlieBender Enteisenung zu einem Gemisch von 2- .-Formyl- 
neben 4-Formyldeuteroporphyrin gefihrt. 


Das Hauptprodukt jedoch war 4-Formyl-deuteroporphyrin, und so er- 
klarte sich auch, daB friiher*) bei der Oxydation des Formylgemisches Deutero- 
porphyrin-4-carbonsaure entstand, die sich nach Veresterung als identisch mit 
dem synthetisch erhaltenen Ester erwies‘). 


Hierdurch war die Schwierigkeit der Krystallisation aller 
Korper dieser Reihe (auBer dem Formyldeuteroporphyrinester, der 
aiuBerst krystallisationsfreudig ist, aber auch zunachst keine 
exakten Schmelzpunkte ergab) und die Unméglichkeit, sie durch 
Adsorptionsanalyse zu trennen, erklarlich. Eine zweite Méglich- 
keit, die auch aus anderen Griinden erwogen worden war, bestand 
in der Annahme, dai das Ausgangsmaterial, also das natiirliche 
Himin (Protohimin) ebenfalls em Gemisch von eventuell 2 Iso- 
meren sein kénnte. Alle Untersuchungen in dieser Richtung 
erhirteten aber immer wieder die Einheitlichkeit des Hamuins. 


Da die fraktionierte Krystallisation des 4-Oxathyldeuteropor- 
phyrinesters auBerst zeit- und materialraubend war, mute nach 
einem neuen Weg zur Verbesserung der Ausbeute gesucht werden. 


Zu diesem Zweck wurde nicht freies, sondern verestertes 
Deuterohimin der Formylierung unterworfen, auBerdem die Dar- 
stellung des Dichlorathers etwas abgeaindert und scliieBlich nach der 
Enteisenung mit konz. Schwefelsiiure aus Ather in Chloroform 
raktioniert und darin verestert. So konnte die Ausbeute an rohem 
Formyldeuteroporphyrinester auf etwa 40°/, gesteigert werden. Aus 
diesem rohen Hster, also dem Gemisch von 2- neben 4-Formy]l- 
deuteroporphyrinester muSte nun durch fraktionierte Krystalli- 
sation reiner 4-Formyldeuteroporphyrinester erhalten werden, was 
wieder sehr zeit- und materialraubend war. Durch mehrmalige 
fraktionierte Extraktion aus der Hiilse mit Methanol, dann mit 
eiemGemisch von Chloroform—Methanol und schlieBlich mit reinem 
Chloroform gelang es, einen Formyldeuteroporphyrinester vom 
Schmelzp. 260° zu erhalten, wihrend er friher*) mit 232° an- 
gegeben worden war. Nach der Verseifung und Umsetzung mit 
Methylmagnesiumjodid ergab sich beim Einengen der veresterten 
iitherischen Lésung sofort gut krystallisierter 4-Oxithyldeutero- 
porphyrinester vom Schmelzp. 238° (korr.). 
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Zur Darstellung geniigender Mengen war aber diese Methode 
immer noch unbefriedigend. Es wurde daher die eingeengte Chloro- 
formlésung des Formyldeuteroporphyrinesters in der Hitze mit 
siedendem Methanol versetzt bis zur beginnenden Krystallisation, 
dann noch kurz weitergekocht und sofort abgenntscht. Der Riick- 
stand wurde der gleichen Umkrystallisation noch so lange unter- 
worfen, bis der Schmelzpunkt iiber 255° lag, was gew6hnlich nach 
3—4-maligem Umkrystallisieren erreicht war. 

Bei der Darstellung des 4-Oxathyldeuteroporphyrimesters 
konnte der Schmelzpunkt durch Umkrystallisation schlieBlich auf 
237° (korr.) gebracht werden. Nach der Verseifung dieses Esters 
wurde das krystallisierte freie Porphyrin im Hochvakuum 30 Minuten 
auf 240° erhitzt, wodurch die Wasserabspaltung zum 4-Vinyldeutero- 
porphyrin sehr gut gelang. Sein Ester wurde nach dem Chromato- 
graphieren in schon krystallisierten Nadeln erhalten. 

In bezug auf seinen Schmelzpunkt zeigte dieser Kérper ein eigentiim- 
liches Verhalten: Der am héchsten gefundene Schmelzpunkt von ganz frisch 
dargestelltem 4-Vinyldeuteroporphyrinester lag bei 264° (Kofler), am nachsten 
Tage lag er bei 237°, nach einem weiteren Tag und spater bei 227°. (Die Sub- 
stanz war im Exsikkator aufbewahrt worden.) Diese Erscheinung wurde bei 


mehreren Ansatzen beobachtet. Die Analyse zeigte auch einen zu geringen 
Methoxylwert. Eine Erklarung fiir dieses Verhalten kann noch nicht gegeben 


werden. 

Die Einfiihrung von Eisen in dieses Porphyrin gelang ohne 
Schwierigkeit, Das Komplexsalz krystallisierte in schénen Nadeln. 

Die Umsetzung des 4-Vinyldeuterohimins mit Dichlormethyl- 
athylather hatte dann zum Spirographishamin fiihren miissen. Ks 
ergab sich auch eine deutliche Rotverschiebung des Spektrums, 
jedoch entstanden bei der Enteisenung mit Ferroacetat-Salzsaure 
oder mit konz. Schwefelsiure nur Flocken, die weder in Ather 
noch in Chloroform zu treiben waren. Nur eine sehr geringe Menge 
Porphyrin konnte im Ather gefunden werden, die spektroskopisch 
identisch war mit Spirographisporphyrin, die aber nicht zu reinigen 
und zur Krystallisation zu bringen war. Dieser Weg fiihrte also 
nicht zum Ziel. 

Ks blieb nun nur noch die Formylierung des 4-Oxathyldeutero- 
porphyrinester-Fe-Salzes zum 2-Formy]-4-oxithyldeuterohimin und 
die Wasserabspaltung des freien Porphyrins zum Spirographis- 
porphyrin. Dies war friiher schon versucht worden. Die Formy- 
herung verlief auch glatt,- wie. spektroskopisch emwandfrei fest- 
zustellen war, jedoch konnten keine krystallisierten Produkte er- 
halten werden, auBerdem war der spektroskopische Unterschied 
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zwischen dem 2-Formyl]-4-oxithyldeuteroporphyrinester und dem 
9-Formyl-4-vinyldeuteroporphyrinester so gering, dal} die Wasser- 
abspaltung im Hochvakuum nicht oder nur sehr ungenau zu ver- 
folgen war. Aus diesen Griinden war vorher der Weg iiber das 
4-Vinyldeuteroporphyrin gewahlt worden. 

Die Schwierigkeiten bei der Darstellung des 2-Formy]-4-oxiithyl- 
deuteroporphyrins und des 2-Formyl-4-vinyldeuteroporphyrins 
waren, wie sich spiater herausstellte, dadurch bedingt, daB bei der 
Formylierung des 4-Oxathyldeuterohimins ein Gemisch von 4-Por- 
phyrinen bzw. deren Hisensalzen resultierte. 

Es war bei einem friitheren Versuch, in das 4-Oxiathyldeutero- 
himin mittels Dichlorather und SnBr, die Formylgruppe ein- 
gufiihren, keine Formylierung eingetreten, sondern, wie sich spektro- 
skopisch zeigte, Wasserabspaltung zum 4-Vinyldeuterohimin erfolgt, 
allerdings nicht quantitativ. (Der Grund, daB8 keine Formylierung 
erfolgt war, lag an nicht einwandfreiem Dichlerather. Verbesserte 
Darstellung vgl. 8. 15.) 

Daher erhalt man bei der Formylierung des 4-Oxathyldeutero- 
himins und anschlieBenden Enteisenung mit Ferroacetat—Salzsiure 
oder mit Schwefelsiure, ein Gemisch von nichtumgesetztem 4-Ox- 
aithyldeuteroporphyrin, 4-Vinyldeuteroporphyrin, 2-Formy]-4-ox- 
ithyldeuteroporphyrin und 2-Formyl-4-vinyldeuteroporphyrin, 
deren Trennung auf Schwierigkeiten st68t. Dadurch war auch 
erklirt, da keine krystallisierten Produkte erhalten werden 
konnten. Fihrte man die Enteisenung mit Bromwasserstoff- 
Hisessig, EingieBen in Wasser usw. durch, so konnten keine 
Vinylporphyrine, sondern nur Carbinolporphyrine entstehen. Damit 
waren dann nur noch 2-Komponenten zu trennen, némlich das 
Ausgangsmaterial vom Reaktionsprodukt. 

Nun zeigte sich bei der Aufarbeitung des mit Bromwasserstoff- 
Kisessig enteisenten 2-Formyl-4-oxithyldeuteroporphyrins in Ather 
nach der Extraktion des Ausgangsmaterials mittels 1°/,iger Salz- 
séure noch ein Porphyrin, dessen Spektrum Atiotyp hatte. Seine 
Salzsaéurezahl lag bei etwa 10—12, aber schon mit 4°/, iger Salzséure 


ging dieses Porphyrin in die waiBrige Phase. Seine Isolierung gelang 
jedoch nicht. 


La8t man die Salzsdiurelésung (20°/, HCl) dieses Porphyrins etwa 1 Tag 
stehen, so tritt keine Veranderung des Spektrums ein, erwarmt man jedoch 
10 Minuten auf siedendem Wasserbad, so geht das Spektrum vollkommen in 
das des 2-Formyl-4-oxiathyldeuteroporphyrins iiber (jetzt Rhodotyp). Die 
urspringlich schwach rotstichige Lésung geht dabei in reines Blau iiber. Da 
fiir diese Anderung des Spektraltyps lediglich die Formylgruppe verantwortlich 





_ 
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gemacht werden kann, so muB an ihr eine Veranderung, wahrscheinlich eine 
Anlagerung stattgefunden haben, die durch die Salzsiure in der Hitze wieder 
abspaltbar ist. Diese Anschauung wird gestiitzt durch das Verhalten vieler 
Formylporphyrine®) gegeniiber Methanol beim Erwairmen mit einem Tropfen 
konzentrierter Salzsiure. Das urspriingliche Spektrum (Rhodotyp) geht tber 
in ein solches vom Atiotyp unter Blauverschiebung, meistens. bestehen beide 
nebeneinander. Diese Reaktion wird erklart durch die Bildung eines Acetals 
bzw. eines Halbacetals, das sehr unbestandig ist und schon beim Schiitteln mit 
2°/,iger Salzsiure wieder gespalten wird. Ein ahnliches Verhalten zeigen die 
Formylporphyrine beim Erwarmen mit Cystein in Pyridin. Diese Erscheinungen 
wurden von O. Warburg”) schon beim Spirographishamin beobachtet. Auch 
hier bilden sich wahrscheinlich unstabile Anlagerungsprodukte acetal- bzw. 
mercaptalartigen®) Charakters. 


Um festzustellen, ob auch andere Alkohole mit Formylporphyrinen zu 
solchen ,,Acetalen‘ reagieren, wurde Formyldeuteroporphyrin in Benzyl- 
alkohol mit einem Tropfen Bromwasserstoffsiure erwarmt. Auch hier bildete 
sich unter Blauverschiebung ein Atiospektrum, das aber gegen Salzséure schon 
viel resistenter war als das Methanoladdukt. Erst 8°/,ige Salzsiure regenerierte 
nach einigem Schiitteln wieder das Ausgangsmaterial. 

Es ware nun moglich, daB beim 2-Formyl-4-oxaéthyldeuteroporphyrin 
unter der Einwirkung von Bromwasserstoff—Eisessig die Formylgruppe mit der 
Alkoholgruppe eines zweiten Molekiils reagieren wiirde. Die Isolierung eines 
solchen Anlagerungsproduktes war nicht méglich. 


DaB »Acetale* beim 2-Formyl-4-oxathyldeuteroporphyrin leicht ent- 
stehen kénnen, zeigt die Bildung des entsprechenden Mischspektrums, die beim 
Chromatographieren dieses Porphyrinesters iiber Aluminiumoxyd mit Methanol~ 
Chloroform beobachtet wurde. 


Nun kann durch das Erwarmen des 2-Formy]l-4-oxathyldeuteroporphyrins 
in 20°/,iger Salzsiure auch schon Wasserabspaltung zum Spirographis- 
porphyrin erfolgt sein. Erhitzt man naimilich 4- Oxathyldeuteroporphyrin in 

20°/,iger Salzsiure 5 Minuten, so verschiebt sich das Spektrum zum 4-Viny!- 
deuteroporphyrin hin, erreicht es aber nicht ganz. Wahrscheinlich stellt sich 

ein Gleichgewicht ein: 
Maxima bei 


4-Oxathyldeuteroporphyrin in 20°/,izger HCL . ....... 595 553 
ee I i KO eh ee 597 555 
4-Vinyldeuteroporphyrin in 20°/,iger HC] ......... 598 556 


Analog. verhalt sich das mit Bromwasserstoff—Eisessig enteisente 2-Formy]l- 
4-oxaithyldeuteroporphyrin in 20°/,iger Salzsaure: 


Zunachst Mischspektrum mit ,,Acetal‘‘ ......... 614 601 ...558 
10 Minuten auf siedendem Wasserbad erwirmt ..... 614 563 
er gs ls F ee ee ew ee eS 615_ 565 
eee og bk ke ew & ee eR ee EO 616 566 
Spirographisporphyrin in 20°/,iger HCL... ...... 618 568 





6) H. Fischer u. J. Mittermair, Liebigs Ann. 548, 147 (1941). 
7) O. Warburg u. E. Negeloin, Biochem. Z. 244, 19 (1932). 
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Dies ist vielleicht auch der Grund, warum es nicht gelang, krystallisiertes 
2-Formyl-4-oxathyldeuteroporphyrin zu erhalten. Die Knappheit an Material 
gestattete auch nicht, weitere Reinigungsmethoden anzuwenden, sondern es 
wurde gleich auf die Erlangung des Spirographisporphyrins hingearbeitet. 

Die Wasserabspaltung von freiem 2-Formyl-4-oxathyldeutero- 
porphyrin im Hochvakuum bei 240° (30 Minuten) fiihrte dann zum 
Spirographisporphyrim. Nach dem Verestern und Fraktionieren 
wurde die Chloroformlésung iiber Aluminiumoxyd zweimal chroma- 
tographiert. Die erhaltene, scheinbar einheitliche Siule wurde in 
4 Teile zerlegt, die nochmals getrennt fraktioniert wurden. Ks 
gelang dann, aus einem Teil Krystalle zu erhalten, die sich als 
identisch mit Spirographisporphyrimester erwiesen. Sie wurden aus 
Chloroform—Ather umkrystallisiert: Dicke, bauchige, schrag ab- 
geschnittene Nadeln (Fig. 3). 

Analytischer Ester, der aus Spirographishaémin der friiheren 
Abhandlung*) frisch enteisent worden war, zeigte zunachst eine 
aihnliche Form, die jedoch spitzer und langer ausgebildet war. 

Diese Krystalle wurden abermals in Chloroform gelést und 
rasch mit Ather versetzt. Es zeigte sich dann vollstandige Uberein- 
stimmung (vgl. Fig.4). Der Mischschmelzpunkt wurde nach 
Kofler ausgefiihrt: 

1. rasch erhitzt 

synthetisch 286°, analytisch 286°, Mischschmelzp. 282°. 
2. langsam erhitzt. 
Alle drei bei 280—281°. 


Nach Herrn Professor Steinmetz, der in liebenswiirdiger 
Weise die krystallographischen Untersuchungen durchfiihrte, 
Spricht nichts gegen die Identitét der Kristalle, dafiir spricht 
gleicher Dichroismus und dessen gleiche Orientierung“. 

Auf Grund aller dieser Feststellungen kann es wohl keinem Zwetfel 
unterliegen, dap die Synthese des Spirographisporphyrins vorliegt 
und dap dieses 2-Formyl-4-vinyl-deuteroporphyrin ist. 

Die schwere Zuginglichkeit geniigender Mengen reinen Ma- 
terials machte es im Rahmen dieser Arbeit nicht méglich, gréBere 
Substanzmengen dieser Reihe zu erhalten. Aus diesem Grund 
konnte nicht geniigend Substanz fiir die Analyse des synthetischen 
Spirographisporphyrins erhalten werden. 

Kin altes Praparat von O. Warburg, ,,Spirographisporphyrin-Ester‘, 
das unter LuftabschluB und im Dunkeln aufbewahrt worden war, zeigte bis 


360° keinen Schmelzpunkt. Es liste sich auch nicht in hei8em Chloroform. 
Erst nach Lésen in Pyridin, Nachverestern mit Diazomethan, Fraktionieren 
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und Einengen ergaben sich Krystalle, die bei 284° schmolzen. Der Vergleich 
der Réntgenanalyse dieser Substanz mit der des oben erwahnten analytischen 
Produktes ergab Identitaét (vg!. die Tafel, Fig. 1). Die Krystallform war gut 
ausgepragt. Hieriiber schreibt Herr Professor Steinmetz: 

»Zum weitaus gréBten Teil besteht die Substanz aus einfachen lang- 
prismatischen Rhomben mit einem ebenen Begrenzungswinkel von 56—57°. 
Die Ausléschungsrichtungen liegen unsymmetrisch; die mit starker Absorption 
verbundene geht durch den spitzen, ebenen Winkel und ist im Mittel 32° 
(gem. 29—34°) gegen die kurze und 25° (gem. 22—27°) gegen die lange Rauten- 
kante orientiert. Das ziemlich starke Variieren der Ausléschungsschiefen 
dirfte in einer nicht ganz ebenen Ausbildung der Rautenflache und damit 
bedingter fehlerhafter Horizontal-Orientierung begriindet sein. 

















Fig. 2 


Selten sind Zwillingskrystalle (vgl. Fig. 2), bei denen in symmetri- 
scher Stellung zwei Krystalle so orientiert sind, da8 die langen Kanten einen 
Winkel von etwa 50° bilden, vgl. vorstehende Zeichnung. Das Eigenartige dabei 
ist, daB die Ausliéschungsschiefe innerhalb der Fehlergrenze fiir die beiden 
Individuen dieselbe ist, so daB sich der Zwilling wie ein homogener Einkrystall 
verhalt. Doch ist diese Deutung unméglich, da die langen und kurzen Kanten 
je eines der beiden Teilkrystalle einander nicht parallel sind. In der Mitte sind 
auch ganz schwach Verwachsungsgrenzen zu beobachten. An der Zeichnung 
sind die abgelesenen Stellungen und die sich daraus ergebenden ebenen Winkel 
eingetragen. Auch hier beobachtet man die verhaltnismaiBig starke Streuung 
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der Ausléschungswinkel, wenn auch die Orientierung im groBeren und kleineren 
Winkelanteil durchaus der Zwillingsorientierung entspricht. Die Messungen 
wurden im Gelb der Quecksilberlampe ausgefiihrt.“ 


Um zum 4-Vinyldeuteroporphyrin zu gelangen, ware noch ein 
anderer Weg denkbar, namlich die Kondensation des Formyl- 
deuteroporphyrins mit Malonsiure und Decarboxylierung einer 
COOH-Gruppe zur Acrylsiure. Durch Erhitzen im Vakuum bzw. 
im Hochvakuum sollte nun Decarboxylierung eintreten, wie bei der 
Pyrroporphyrin-6-acrylsiure angenommen wurde‘). Zu diesem 
Zweck wurde Deuteroporphyrin-acrylsiure im _Hochvakuum 
15 Minuten auf 830° erhitzt (wobei sck a ein groBer Teil des 
Materials zerstért wird). Es resultiert ein Porphyrin, das alkali- 
léslich war, das aber mit 4-Vinyldeuteroporphyrin spektroskopisch 
nicht identisch war, sondern mit Deuteroporphyrin-4-propionsaure 
und 4-Athyldeuteroporphyrin. Demnach ist also keine Decarboxy- 
lierung zum Vinylporphyrin eingetreten. 

Die Hydrierung der Deuteroporphyrin-acrylséiure mittels 
Palladium und Wasserstoff in Aceton fiihrte zur entsprechenden 
Propionsiure. Nimmt man die Hydrierung laingere Zeit in der 
Hitze vor, so bildet sich ein Chlorin. Um diese Reaktion genauer 
zu erfassen, wurde Deuteroporphyrin der analogen Reaktion unter- 
worfen. Auch hier zeigte sich das typische Chlorinspektrum. Die 
Ausbeuten waren aber in beiden Fiillen ziemlich schlecht. Recht 
gute Resultate leferte die Amylatreduktion®) des Deuterohimins. 
Ks gelang, ein in lanzettf6rmigen Nadeln krystallisierendes Chlorin 
zu erhalten, welches gegen Luftoxydation (es wurde 24 Stunden 
Luft durchgesaugt und dann fraktioniert) als auch gegen Jod- 
wasserstoff in Hisessig bestaéndig war, also nicht in Porphyrin 
zuriickverwandelt werden konnte. 

Die Anlagerung von Blausiure an Formyldeuteroporphyrin 
fuhrte zu einem unstabilen Cyanhydrin. Beim Versetzen der 
Chloroformlésung des Formyldeuteroporphyrins mit Blausiure und 
Kaliumearbonat trat keine Reaktion ein‘), wohl aber in pyridinischer 
Lésung. Das urspriingliche, unscharfe Spektrum des Formy]- 
deuteroporphyrins machte unter Blauverschiebung einem neuen 
scharfen Spektrum Platz. Die Aufarbeitung gestaltete sich ° 


- Schwierig, da sehr leicht das Ausgangsmaterial regeneriert wurde. 


Beim Nachverestern und anschlie8endem Auswaschen der ithe- 
rischen Lésung trat Farbumschlag ein und krystallisierter Formyl- 


8) H. Fischer u. J. Helberger, Liebigs Ann. 471, 293 (1929). 
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deuteroporphyrinester fiel aus. Auch beim Versetzen der Chloro- 
formlésung mit heiBem Methanol krystallisierte wieder Formyl- 
deuteroporphyrinester aus. Sogar beim lingeren Stehenlassen in 
Chloroform wird wieder Blausiure abgespalten (vgl. auch S. 6). 

Der Methylather des 4-Oxathyldeuteroporphyrinesters wurde 
erhalten durch Einwirkung von Bromwasserstoff—Hisessig auf 
4-Oxithyldeuteroporphyrin. Nach der Entfernung von Brom- 
wasserstoff und Kisessig im Vakuum, Verkochen mit absol. Methanol 
und Versetzen der alkoholischen Lésung des Bromhydrates mit 
itherischer Diazomethanlésung ergab sich nach der Extraktion 
ein in schénen groBen Nadeln krystallisierter K6érper, der 4-«-Meth- 
oxathyldeuteroporphyrinester. 

Die Darstellung eines Monoacetyldeuteroporphyrins war eben- 
falls von Interesse. Zu diesem Zweck wurde versucht, durch Kin- 
wirkung von Methylmagnesiumjodid auf 6-Cyanphylloporphyrin 
zum Acetylporphyrin zu gelangen. Dieser zur Orientierung an- 
gestellte Versuch miflang. Die Anlagerung von Diazomethan aa 
Formyldeuteroporphyrin war auch nicht durchfiihrbar. Durch 
Variation der Bedingungen der Darstellung des Diacetyldeutero- 
porphyrins’) konnte ebenfalls kein Monosubstitutionsprodukt er- 
halten werden. Bei der Verwendung eines Methylhomologen des 
Dichlormethylathylathers, also eines 1,1-Dichlorathylathylathers 
(CH,—CCl,—O—CH,—CH,) hatte man die Bildung eines Mono- 
acetyldeuteroporphyrins annehmen kénnen, analog der Einfiihrung 
einer Formylgruppe. Dieser Ather war aber nicht zuginglich. 
Durch Einwirkung von Phosphorpentachlorid auf Essigester und 
Umsetzung mit Deuterohimin und SnBr, trat keine Reaktion ein, 
auch nicht mit Dibromacetamid CH,CBr,NH,, das nach Engler?®) 
durch Anlagerung von Bromwasserstoff an Acetonitril erhalten 
wurde. 

Es blieb nun noch die Oxydation des 4-Oxathyldeuteropor- 
phyrins, die mit Natrium-Bichromat in Pyridin gelang!). Da das 
Ausgangsmaterial neben 4-Oxiathyl- auch noch 2-Oxiathyldeutero- 
porphyrin enthielt, waren die erhaltenen Krystalle aes Monoacetyl- 
deuteroporphyrins nicht einheitlich: Nach der fraktionierten Extrak- 
tion wurden derbe, groBe Nadeln, Rauten erhalten, deren Schmelzp. 
bei 281° lag. Aus der Mutterlauge kamen feine, diinne Nadeln, 





*) H. Fischer u. K. Zeile, Liebigs Ann. 468, 108 (1929). 

10) Liebigs Ann. 149, 306 (1868). 

1) Vgl.H. Fischer, A. Oestreicher u. A. Albert, Liebigs Ann. 
538, 128 (1939). 
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deren Schmelzp. 234° betrug. Der Mischschmelzpunkt dieser beiden 
Formen lag bei 224—226°. Dies war wieder ein Beweis fir das 
Vorliegen eines Isomerengemisches, das bei der Formylierung von 
Deuterohiamin entsteht. Spektroskopisch waren beide Formen 
identisch. Die Analysendaten stimmten ebenfalls. Die Umsetzung 
mit Hydroxylamin ergab die fiir Oxime charakteristische Blau- 
verschiebung des Spektrums. 


Friulein Dr. Pruckner, die in liebenswirdiger Weise die 
spektroskopischen Untersuchungen ausfiihrte, schreibt iiber die 


Anderung des Spektrums bei Mono- und Disubstitution des Deutero- 


porphyrins folgendes: 


Die quantitative Messung der Absorptionsspektra an den in 
Dioxan gelésten Substanzen zeigte, da die Acetyl-, Oxathyl- und 
Vinyideuteroporphyrine gegeniiber dem Deuteroporphyrin das 
gesamte Spektrum nach Rot verschoben haben, und zwar so, daf 
bei Monosubstitution die Verschiebung einen geringeren Betrag 
— also sozusagen einen ersten Schritt — ausmacht, der dann bei 
den disubstituierten Kérpern noch weiter geht. Die Abstiande der 
Bandenmaxima der monosubstituierten K6érper gegeniiber dem 
Deuteroporphyrin selbst sind teils kleiner, teils gréRer als die der 
disubstituierten gegeniiber den monosubstituierten. Die Anderung 
der Intensitaét ist fiir die meisten Banden — aber nicht alle — 
ebenfalls bei Mono- und Disubstitution im gleichen Sinne mit ent- 
sprechenden gréferen Betragen bei den Disubstitutionsprodukten.“ 
(Naheres bei F.Pruckner: ,,Uber die Lichtabsorption und 
Konstitution der Chlorophyvllderivate, 4. Mitteilung.‘’ Z. Phys. 
Chem. [A] 1941, im Druck.) 


Die Anlagernng von Bromwasserstoff an Athylen-Doppel- 
bindungen verléuft normalerweise immer so, da sich nach Még- 
lichkeit Methylgruppen bilden kénnen. Z. B. entsteht aus Iso- 
butylen Trimethyl-brommethan. Bei Gegenwart von Peroxyden 
verlauft diese Reaktion in umgekehrtem Sinne!2). Es _bildet sich 
dann also Isopropylbrommethan. Diese anders verlaufende Brom- 
wasserstoffanlagerung konnte beim Hiimin (Protohimin) nicht be- 
obachtet werden, denn die Oxydation mit Bichromat-Pyridin 
ergab Diacetyldeuteroporphyrin. 

Bei der Konstitutionsaufklirung des Spirographisporphyrins 
war das Versagen der Diazoessigesterreaktion auffallend’). Es 


12) Vol. Ubersicht von Nelles, Z. angew. Chem. 54, 78 (1941). 
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wurde nicht eine Blau-, sondern eine Rotverschiebung beobachtet 
und damals angenommen, da die Formylgruppe in 2-Stellung 
mit dem Diazoessigester reagieren wiirde zur Ketosiure im Sinne 
folgender Formulierung: 

R — CHO + N,CHCOOC,H, --> R — COCH,COOC,H,. 


Vergleicht man nun das Spektrum des Formyldeuteropor- 
phyrins mit dem des Monoacetyldeuteroporphyrins, so ist ersteres 
weiter nach Rot verschoben als das letztere. Die Formylgruppe 
bedingt demnach stirkere Rotverschiebung des Spektrums als eine 
Ketogruppe (vorausgesetzt, daB. beide direkt am Pyrrolkern 
gebunden sind). In gleicher Weise ist auch 6- Formyl- pyrro- 
porphyrin gegeniiber 6-Acetylpyrroporphyrin }*) nach Rot ver- 
schoben und dasselbe gilt auch fiir die griine Rethe 14). 

Ks wurde nun versucht, ob Diazoessigester auch mit Formy]l- 
deuteroporphyrin reagieren wiirde. Tatsachlich zeigte sich eine 
Blauverschiebung des gesamten Spektrums um etwa 2,5 mp. (Bei 
einem Kontroliversuch mit Deuteroporphyrin trat keine Ver- 
schiebung ein.) Die Rotverschiebung des Spirographisporphyrins 
durch Diazoessigester ist demnach noch nicht geklirt. 

SchlieBlich seien noch einige Versuche angefiihrt, die be- 
zweckten, Monosubstitutionsprodukte des Deuteroporphyrins dar- 
zustellen, denn es ist ja an sich auffallend, daB es gerade der Formyl- 
rest ist, der allein einfiihrbar ist, waihrend z. B. der Acetylrest 
und der Oxymethylrest immer zweifach eintritt, trotz mannig- 
facher Variation der Untersuchungsbedingungen. So gelang es auch 
nicht beim Tetrameth,lhimatoprophyrin, nur eine der beiden 
Gruppen in 2- und 4-Stellung zu entfernen. Auch die Darstellung 
eines Monobromdeuteroporphyrins war nicht durchfiihrbar. Um- 
setzungen von Deuterohimin mit Glykolchlorhydrin, Athylenoxyd 
oder Vinylchlorid bei Gegenwart von SnBr, oder BF, zur Einfithrung 
anderer Gruppen in das Deuterohimin waren ebenfalls ergebnislos. 
Mit Glykolchlorhydrin und BF, entstand der Chlorathylester des 
Deuteroporphyrins. Es war also auch Enteisenung eingetreten. 
Analog wurde mit Methanol, Deuterohimin und BF, der Dimethyl- 
ester des Deuteroporphyrins erhalten. 

Von H. Fischer und O. Laubereau!>) war durch EKinwirkung 
von Chloracetylchlorid auf das Eisensalz des Pyrroporphyrins 





18) H. Fischer u. H.Orth, Die Chemie des Pyrrols II/1, S. 290 
bzw. 299. 


14) H. Fischer u. H. Walter, Liebigs Ann. 549, 44 (1941). 
18) Liebigs Ann. 585, 21 (1938). 
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Phylloerythrin (V) durch Angliederung eines isocyclischen Ringes 
zwischen der freien #-Stellung und einer Methinbriicke erhalten 


worden. H 
N N 
ile, =. = ra 
2 ee ee 

H,C==—CH, Cl: il H:= CH, 

(a H,C - 

COOH 0 

(Teilformel) 


Beim Deuterohamin verlief die Reaktion mit Chloracety)- 
chlorid und Aluminiumchlorid ganz anders. Es entstand nur in 
Spuren ein Porphyrin, das spektroskopisch identisch war mit 
Diacetyldeuteroporphyrin, zum iiberwiegend gré8ten Teil wurde 
ein halogenfreies Porphyrin erhalten, das spiter als Rhodin?*) 
folgender Formulierung identifiziert werden konnte, was durch 


i Hi 
N N N N 
i 7 AN ON 
| | l | 

Ho 0 H.C CH, H,C-——cH, ~~ = 

‘H,- OH,-CH, 

own H.C bzw CH, . 

| | 
HOOC COOH 


die Analyse und die Uberfiihrung in Verdin mittels kurzdauernder 
Bernsteinséureschmelze oder Erwirmen in Pyridin mit einigen 
Tropfen Salzsiiure bewiesen wurde. 


Versuche 


Verbesserte Darstellung von Formyldeuteroporphyrindimethy]l- 
ester. In 150 cem Dichloriithergemisch schlimmt man unter Turbinieren 
2g Deuterohiminester auf bei etwa 55°. Dann gibt man 2,5 cem ge- 
schmolzenes SnBr, hinzu. Es tritt Griinfiirbung ein. Nach 10 Minuten gieBt 
man unter sehr kriftigem Turbinieren in 3 Liter Eiswasser, 1aBt tiber Nacht 
absitzen, hebert die dariiber stehende triibe, wiBrige Schicht ab, nutscht 
den Bodensatz ab und trocknet. 

1,5 g trockenes Formyldeuterohimin werden unter Turbinieren in 200 ecm 
konzentrierter Schwefelsiure enteisent und nach 10 Minuten auf etwa 700 g 
Kis gegossen. Diese Lésung treibt man in einzelnen Portionen durch Ver- 
diinnen in 4 Liter Ather, der nach jeder Portion mit 7°/,iger Salzsiiure aus- 


16) Vgl. H. Fischer u. C.G. Schréder, Liebigs Ann. 541, 196 (1939). 
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gezogen wird. Die Salzsiurelisung wird durch Verdiinnen in 3,5 Liter 
Chloroform getrieben bis zur Sittigung, gewaschen, mit Diazomethan 
verestert, auf etwa 150 cem eingeengt und mit heiBem Methylalkokol 
verseizt bis zur Krystullisation. Ausbeute etwa 35°/, (bezogen auf Deutero- 
himinester). 

Man kann auch die salzsaure Porphyrinlésung nach Zusatz von etwas 
Eisessig mit Natronlauge fillen, abnutschen, den Riickstand in Pyridin 
lésen und dann in Chloroform treiben. Hierdurch entstehen weniger 
Flocken. 

Zur Reinigung des Isomerengemisches wird entweder aus der Hiilse 
fraktioniert extrahiert, und zwar zunichst mit Methanol, dann mit einem 
Gemisch von Methanol-Chloroform, schlieBlich mehrmals mit Chloroform. 
Die Krystallisate aus letzterem zeigen einen Schmelzpunkt von etwa 260°. 
Schneller erreicht man hochschmelzende Produkte, wenn man in heiBem 
Chloroform lést, mit siedendem Methanol versetzt bis zur beginnenden 
Krystallisation, dann noch etwa 5 Minuten weiterkocht und heif abnutscht. 
Wiederholt man diese Operation etwa 4mal, so steigt der Schmelzpunkt 
iiber 255°. Die Reinheit ist dann ausreichend fiir weitere Umsetzungen. 


Verbesserte Darstellung von Dichlormethylathylather. Zu 1 kg 
PCl, 148t man langsam 650 ccm Ameisensiureithylester zutropfen und 
erwiirmt im Olbad unter Riiekflu8 so lange, bis die Innentemperatur 
etwa 80—85° betrigt. Dann destilliert man ab bis 103°. Das Destillat 
ist ein Gemisch von Dichlormethylithylither, Ameisensiureithylester und 


Phosphoroxychlorid, das nur frisch dargestellt zur Formylierung ver- 
wendet wird. 


Verseifung von Formyldeuteroporphyrinester. 600 mg Ester 
werden in 250 ccm konzentrierter Salzsiiure unter spiterem Zusatz von 300 cem 
Wasser 4 Stunden turbiniert. Dann fiigt man etwa 20 ccm Eisessig zu 
und gibt unter Kiihlung langsam Natronlauge zu (etwa 130g NaOH in 


800 cem H,O) bis zum Verschwinden der Kongoreaktion, nutscht ab und 
trocknet. 


Anlagerung von Cystein an Formyldeuteroporphyrin. Formy]l- 


deuteroporphyrin wird in Pyridin mit etwas Cystein etwa 5 Minuten ge- 
kocht. Es tritt Blauverschiebung des Spektrums ein: 


I. 628—625; IL 586... 572,5—568,5; II. 542,5—529: 
626,5 570,5 536 
IV. 516—488. 


~—Ee eee 


502 
Reihenfolge der Intensititen: IV, IL, II, I. 


Beim Aufarbeiten iiber Ather tritt wieder das Spektrum des Ausgangs- 
materials auf. 


Anlagerung von Methanol an Formyldeuteroporphyrin. Man 
erwirmt Formyldeuteroporphyrin in Methanol, dem 1—2 Tropfen konzen- 
trierte HCl zugesetzt worden sind, und treibt in Ather. Es zeigt sich 
ein Spektrum vom Atiotyp: Maxima bei 

I. 625; IL. 569; ILI. 529; IV. 500,5. 

Reihenfolge der Intensitiiten: IV, II, I, I. 
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Durch noch vorhandenes Formyldeuteroporphyrin tritt ein Schatten 
bei 578 und 551 auf. Das Addukt wird durch Schiitteln mit 2°/,iger Salz- 


siure wieder gespalten. 


4-Oxathyldeuteroporphyrindimethylester. Man lést 150 mg Formy!- 
deuteroporphyrin (aus Formyldeuteroporphyrinester vom Schmelzp. 255°) 
in etwa 70 cem absolutem Pyridin unter Erwirmen und 1iBt diese Lésung 
nach dem Abkiihlen ziemlich rasch zu einer Grignardlésung, die man aus 
4cem Jodmethyl, 1 g Magnesium und 200 cem absolutem Ather dar- 
gestellt hat, zulaufen. Man erwiérmt dann noch 5 Minuten auf heiBem 
Wasserbad und gibt dann in 3—4 Liter Ather. Man zieht zur Entfernung 
des Pyridins mit 5°/,iger HCl aus, extrahiert dann den Farbstoff mit 
10°/,iger HCl und 1a8t iiber Nacht stehen, um das entstandene Phyllin zu 
zerstéren. Dann treibt man in einzelnen Ansitzen in Ather, zieht mit 
0,5°/,iger HCl das 4-Oxithyldeuteroporphyrin aus, treibt in frischen Ather, 
extrahiert ‘mit sehr verdiinntem Ammoniak (um vom Porphyrin mit durch 
Grignard verinderte Propionsiiuren zu trennen*’) und treibt in frischen 
Ather. Nach dem Verestern mit Diazomethan extrahiert man nochmals 
mit 2°/,iger Salzsiure, iiberfiihrt abermals in frischen Ather und engt auf 
etwa 150 cem ein. Dabei krystallisiert 4-Oxithyldeuteroporphyrindimethyl- 
ester in schénen, derben Nadeln aus. Ausbeute etwa 45°/,. Man extrahiert 
aus der Hiilse, und zwar zunichst mit Methanol, dann mit Chloroform, 
versetzt diese Lésung in der Hitze mit siedendem Methanol bis zur 
beginnenden Krystallisation: Schéne Nadeln vom Schmelzp. 237° (korr.). 


Kupfersalz des 4-Oxathyldeuteroporphyrinesters. Der Ester wird 
in wenig Chloroform gelést und mit einer siedenden Liésung von Kupfer- 
acetat in Methanol versetzt und kurz erwirmt. Beim Abkiihlen erfolgt 
Krystallisation. Zur Reinigung wird mit wenig Chloroform aufgenommen, 
vom ungelésten Kupferacetat filtriert und mit heiBem Methanol versetzt: 
Schéne, schriig abgeschnittene Prismen. Schmelzp. 218°. 


Spektrum in Pyridin-Ather: 
I. 569—551; II. 5383—515. 
ee, a 
560 524 
Reihenfolge der Intensititen: I, I. 


4-(x-Methoxathyl)-deuteroporphyrindimethylester. 100 mg 4-Ox- 
iithyldeuteroporphyrin werden in 20 ecm Bromwasserstoff-Eisessig 2 Tage 
geschiittelt, im Vakuum bei einer Badtemperatur von max. 50° zur Trockne 
gedampft und mit absolutem Methanol verkocht. Durch Versetzen der 
methylalkoholischen Lésung des Bromhydrates mit itherischer Diazo- 
methanlésung im UberschuB8 tritt Farbumschlag von Violett nach Rot ein. 
Man dampft zur Trockne und extrahiert zunichst mit Methanol, dann mit 


Chloroform. Aus diesem krystallisiert der Ather-Ester in schénen derben 
Nadeln. Schmelzp. 192°. 


Verseifung von 4-OQxathyldeuteroporphyrinester. 0,5 g Ester 
(Schmelzp. 237°) wird in 10°/,iger Salzsiure unter Turbinieren geldst. 





“) Dissert. Helm. Bock, Techn. Hochschule Miinchen (1938). 
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Nach etwa 4—5 Stunden gibt man unter Verdiinnen mit Wasser in Ather, 
wischt neutral und engt ein. Das freie Porphyrin krystallisiert alsbald in 
feinen Nadeln aus, die selbst in Chloroform schwer léslich sind. 


2 - Oxathyldeuteroporphyrin - dimethylester. Formyldeuteropor- 
phyrinester vom Schmelzp. 215—220° wird verseift und grignardisiert. Die 
eingeengte iitherische Lésung des Oxiithyldeuteroporphyrinesters wird mit 
Methanol versetzt und stark eingeengt. Nach einiger Zeit tritt Krystalli- 
sation ein. ‘Durch Lésen znd Auskrystallisierenlassen wird in der Mutter- 
lauge das 2-Isomere angereichert, das nach lingerem Stehen in feinen 
Nadeln auskrystallisiert. Zur Analyse wird aus Aceton-Methanol um- 
krystallisiert. Schmelzp. 233° (korr.) Mischschmelzpunkt mit 4-Oxiithyl- 
deuteroporphyrin-dimethylester vom Schmelzp. 219° ergibt Depression 
auf 198°. 

4,080 mg Subst.: 10,517 mg CO,, 2,408 mg H,O. — 3,801 mg Subst.: 
2,887 mg AgJ. 

C.,4H3,N,O, (582) Ber. C 70,10 H 6,53 OCH, 10,65 
Gef. ,, 70,30 » 6,60 » 10,03. 


Spektrum wie beim 4-[someren. 


Reduktion zu 2-Athyldeuteroporphyrin-dimethylester mit HJ. 
15 mg 2-Oxiithyldeuteroporphyrinester werden mit 2 cem einer Lésung von 
1 ecm farblosem HJ in 7,5 cem Eisessig 1 Minute gekocht unter Zusatz von etwas 
rotem Phosphor, dann wird von diesem abgenutscht, in Wasser mit Lauge 
ausgeflockt, filtriert, in Pyridir. gelést und in iitherischer Lésung mit Diazo- 
methan verestert. Nach dem Einengen krystallisiert der Ester in schénen 
langen Nadeln aus. Schmelzp. 212° (korr.). Mischschmelzpunkt mit ring- 
synthetischem Material vom Schmelzp. 214° (korr.) lag bei 213° (korr.), mit 
ringsynthetischem 4-Athyldeuteroporphyrin- dimethylester vom Sehmelzp. 213° 
(korr.) ergab Depression auf 185—189° (korr.). 


Monoacetyldeuteroporphyrin - dimethylester. 100 mg Oxiithyl- 
deuteroporphyrinester (vom Schmeizpunkt etwa 195°, also Gemisch) werden 
in 20 cem Pyridin gelést, mit 200 mg feingepulvertem Natriumbichromat 
versetzt und */, Stunden auf siedendem Wasserbad erwiirmt. Dann gibt 
man in 3,5 Liter Ather, wiischt das Bichromat mit Wasser aus, entfernt 
mit verdiinnter HCl das Pyridin, entzieht mit 2°/,iger Salzsiure nichtoxy- 
diertes Ausgangsmaterial, dann mit 5°/,iger Salzsiiure das Acetyldeutero- 
porphyrin, treibt in frischen Ather, verestert mit Diazomethan und engt ein. 
Der auskrystallisierte Ester wird mit Methanol, dann mit Chloroform-— 
Methanol extrahiert. Aus dieser Lésung fallen rautenférmige Blittchen aus; 
nach deren Abfiltrieren kommen aus der Mutterlauge feine, lange Nadeln. 


Schmelzpunkt der Blittchen: 233° (Kofler), 
Schmelzpunkt der Nadeln: 210° (Kofler). 


Der Mischschmelzpunkt beider Formen ergibt eine Depression auf 203° 
(Kofler). 

4,187 mg Subst.: 10,868 mg CO,, 2,356 mg H,O. — 3,305 mg Subst.: 
0,290 ecm N, (24°, 725 mm). — “3,831 mg Sabet :  & 154 mg AgJ. 
C;,H3,0;N, (580) Ber. C 70,36 H 6,207 N 9,66 OCH, 10,69 
Gef. ,, 70,79 »» 6,30 » 9,66 » 10,88. 
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Spektrum in Pyridin—Ather. 
I. 637,5--635,5; TL. ... 586—573; IIT. 552—538; IV. 515,5—500; 





* — ee Neneeee, comme 
636,5 579,5 d45 508 


End-Abs. 442. 
Reihenfolge der Intensitiiten: jit, t¥, ti, L 


Monoacetyldeuteroporphyrinester - Oxim. Durch Erwiirmen der 
Pyridin-Lésung des Acetyldeuteroporphyrinesters mit Hydroxylamin-chlor- 
hydrat auf siedendem Wasserbad. 


Spektrum in Pyridin—-Ather: 
Maxima bei 625 569 531 498. 


4-Vinyldeuteroporphyrindimethylester. Treies 4-Oxiithyldeutero- 
porphyrin wird fein gepulvert und im Hochvakuum 40 Minuten auf 240° 
erhitzt. Dann wird in Pyridin gelést, in Ather gegeben, das Pyridin mit 
verdiinnter Salzsiiure ausgewaschen, mit 0,5°/, Salzsiiure unumgesetztes 
Ausgangsmaterial zum gréBten Teil entfernt, mit 4°/, Salzsiiure das Vinyl- 
porphyrin extrahiert, in frischen Ather getrieben, mit Diazomethan ver- 
estert, eingeengt und iiber Aluminiumoxyd in Ather-Chloroform (etwa 4: 1) 
chromatographiert. Die obere Schicht enthilt zerstértes Material, die zweite 
unumgesetzten 4-Oxiithyldeuteroporphyrinester, die untere den Vinylester, 
den man mit Chloroform extrahiert, mit siedendem Methanol versetzt bis 
zur beginnenden Krystallisation. Es wird aus Chloroform-Methanol um- 
krystallisiert. Schriig abgeschnittene Prismen. Schmelzpunkt zuniichst 264° 
(Kofler), faillt nach einiger Zeit bis auf 227° (Kofler). 


3,856 mg Subst.: 10,290 mg CO,, 7,121 mg H,O. — 3,660 mg Subst.: 
0,316 cem N, (18°, 719 mm). -— 3,713 mg Subst.: 0,514 cem n/50-KSCN. 
C5,Hy,0,N, (564) Ber. C 72,35 II 6,38 N 9,93 OCH, 10,99 

Gef. ,, 72,78 » 6,15 » 9,58 “ 8,59 . 


Spektrum in Pyridin—Ather: 


I. 630—626; Schatten bei 599; II. 585...573—569; III. 540—526; 
eel i eaatlensenernetlimmmeneenanedil Senne ee 
628 Dd71 534 
IV. 512—490; End.-Abs. 440. 


eee, eee 


501 

Reihenfolge der Intensititen: IV, III, Il, I. 

4-Vinyldeuteroporphyrin-dimethylester-Fe-Salz.  4-Vinyldeutero- 
porphyrinester wird in wenig Chloroform gelést, mit einer kochsalzhaltigen 
Lésung von Ferroacetat in Eisessig versetzt und kurz erwirmt. Nach dem 
Abkiiblen fillt das Eisensalz alsbald aus. Zur Reinigung wird in wenig 
Chloroform gelést und mit heiBem Methanol versetzt: feine, diinne Nadeln. 
Himochromogenspektrum (Pyridin-Ather + 1 Tropfen. Hydrazinhydrat): 

Maxima bei I. 551,5; ‘II. 519. 

Reihenfolge der Intensititen: I, IL. 


_ Formylierung von 4-Oxathyldeuteroporphyrinester - Fe - Salz. 
200 mg Eisensalz werden unter Turbinieren in 20 eem frischem Dichloriither 
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bei 35° mit 0,5 eem geschmolzenem Zinntetrabromid versetzt. Die dunkle 
Lésung firbt sich olivgrim. Nach 7 Minuten gibt man unter sehr kraftigem 
Turbinieren in 1/, Liter Fiswasser, filtriert und trocknet. Dann schmilzt 
man in einer Ampulle mit etwa 25 ccm Bromwasserstoff-Eisessig ein und 
enteisent im Verlauf von einem T age unter Schiitteln. Die Lésung treibt 
man durch Verdiinnen mit Wasser in 4 Liter Ather, wischt den Bromwasser- 
stoff und den Eisessig aus und extrahiert mit 20°/,iger Salzsiure. Diese 
salzsaure Lisung wird 10 Minuten auf siedendem Wasserbad erwiirmt, wobei 
die leicht rotstichige Blaufiirbung in reines Blau iibergeht. Dann treibt 
ne durch Verdiinnen mit Wasser portionsweise in Ather, extrahiert mit 

1°/,iger Salzsiiure unumgesetztes Ausgangsmaterial, dann mit 6°/,iger Salz- 
siure das Formylporphyrin, iiberfiihrt in frischen Ather, verestert mit 
Diamozethan, engt ein und chromatographiert iiber oa oe in 
Chloroform—Ather (erst 1:4, dann zum Entwickeln 1:2 bis 1:1 mit einer 
Spur Methanol). 


Die oberste Schicht enthilt zerstértes Material, in der Siiule sind keine 
unterschiedlichen Zonen, im ersten Durchlauf befindet sich noch eine Spur 
4-Oxiithyldeuteroporphyrinester. Konnte nicht kristallisiert erhalten werden. 

Spektrum in Pyridin-Ather: 

I, 648—638; Il. 597...584—577; II. 562—546; IV. 519—509; 

643 580,5 5D4 514 
End.-Abs. 445. 


Reihenfolge der Intensitiiten: II, 1V, LH, 1. 





Verseifung des Esters wie beim 4-Formyldeuteroporphyrin an- 
gegceben. 


2-Formyl1-4-Vinyldeuteroporphyrin-dimethylester = Spirographis- 
porphyrin-dimethylester. Freies 2-Formyl-4-oxdthyldeuteroporphyrin wird 
im Hochvacuum 35 Minuten auf 240° erhitzt. Dann lést man in Pyridin, 
gibt in Ather, wiischt das Pyridin mit verdiinnter Salzsiure aus und extrahiert 
mit 8°/,iger Salzsiiure. a iiberfiihrt in frischen Ather, verestert mit 
Diazomethan, engt zur Trockne ein und nimmt mit absolutem Chloroform 
auf. Nach Zusatz von etwas absolutem Ather chromatographiert man zweimal 
iiber Aluminiumoxyd. Es bleibt fast alles am oberen Teil der Siule hingen. 
Zum Entwickeln fiigt man zur Chloroform—Ather-Lésung tropfenweise Methanol 
und kann so die Sehicht auseinanderziehen. (Im ersten Durchlauf befindet 
sich noch 2-Formyl- 4- oxiithyldeuteroporphyrinester). Die entwickelte ein- 
heitliche Zone wird in 4 etwa gleiche Teile zerlegt, die mit Chloroform eluiert 
und einzeln nochmal iiber Ather fraktioniert werden. Aus dem zweitobersten 
Teil kann nach dem Versetzen der Chloroformlésung mit Ather ein krystal- 
lisiertes Produkt erhalten werden, das aus Chloroform—Ather Pasiaagg =a um- 
krystallisiert wird. (Die geringe Substanzmenge — aus 2¢ 4-Oxiithyl- 
deuteroporphyrinester etwa 0,5 mg Spirographisporphyrinester — gestattete 
keine Analyse). Dicke, bauchige, schrig abgeschnittene Nadeln vom Schmels- 


punkt 281° (Kofler). Uber Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt mit 
analytischem Material vgl. 8. 8. 


Spektrum mit analytischem Material identisch. 
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Spektrum in Pyridin-Ather: 
I. 648—638; II. 597...585—578; III. 562—548; IV. 521—510; 


643 581,5 5d5 515,5 


End.-Abs. 450. 
Reihenfolge der Intensititen: Te 245 Bey Se 


Anlagerung von HCN an Formyldeuteroporphyrin. 100mg Formy!- 
deuteroporphyrinester werden in 30 cem Pyridin mit 50 eem HCN und 3 ¢ 
gepulvertem Kaliumearbonat iiber Nacht stehen gelassen, dann gilt man 
in Ather, wiischt die Blausiure mit verdiinntem Ammoniak und das Pyridin 
mit verdiinnter Salzsiiure aus, fraktioniert mit 4°/,iger Salzsiiure und treibt 
in frischen Ather. 


Spektrum in Chloroform: 

Maxima bei I. 625,5, Schatten bei 597,5; If. 569,5; Il. 537,5: 
IV. 504,5. 

teihenfolge der Intensititen: IV, II, UH, I. 


Anlagerung von Diazoessigester an Formyldeuteroporphyrin. 
Man erhitzt Formyldeuteroporphyrin in méglichst wenig Diazoessigester 
24 Stunden auf siedendem Wasserbad, gibt in Ather, extrahiert mit 12°/iger 
Salzsiiure und liBt iiber Nacht darin stehen. Dann treibt man in friscnen 
Ather. 


Spektrum in Pyridin-Ather: 
I. 644-637; If. 594...579—574; ITT. 556548: IV. 519—503: 


ee, area —— Nae ee, oo ee 
640,5 576,5 549,5 511 
End.-Abs. 439. 


Reihenfolge der Intensitiiten: HI, IV, I, I. 
Katalytische Hydrierung von Deuteroporphyrin - acrylsaure. 


100 mg Acrylsiiure werden in 30 cem reinstem Aceton und 50 mg Palladium 
als Katalysator mit Wasserstoff etwa 12 Stunden geschiittelt. Dann dekantiert 
man vorsichtig vom Pd, gibt in Ather, extrahiert mit 2°/,iger Salzsiiure, 
treibt in frischen Ather und verestert mit Diazomethan. Nach dem Chromato- 
graphieren iiber Aluminiumoxyd in Chloroform-Ather (1: 4) ergibt sich 
folgendes scharfes Spektrum (in Pyridin-Ather): 


I. 624,5—622,5, Schatten bei597; II. 584...570—567, Schatten bei 546,5: 








623,5 568,5 
THT. 532,5—524,5; IV. 507,5—484. 
page ee 
528,5 496,5 


Reihenfolge der Intensitiiten: IV, III, I, I. 


Erhitzen von freier Deuteroporphyrin-acrylsiure im Hoch- 
vacuum. Etwa 5 mg Deuteroporphyrin-acrylsiiure werden im Hochvacuum 
15 Minuten auf 320° erhitzt, dann in Pyridin gelést und in Ather gegeben. 
Das Spektrum ist mit dem der Deuteroporphyrinpropionsiiure identisch, 
ebenso mit dem des 4-Athyldeuteroporphyrins. 


Deuterochlorindimethylester. 1 g Deuterohiimin wird in 200 cem 
soamylalkohol mit 15 g metallischem Natrium unter Wasserstoffatmosphiire 
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1/, Stunde gekocht. In dem MaBe, wie das Natrium in Lisung geht, tritt 
Griinfirbung auf, Dann fiigt man — immer unter Durchleiten von Wasser- 
stoff — etwa 100 ccm Sprit und 20°/,ige Salzsiure bis zur sauren Reaktion 
zu, gibt in die 2—3fache Menge Ather, extrahiert mit 20°/,iger Salzsiiure, 
schiittelt die Salzsiiurelésung mehrere Male mit Ather durch, um den Amyl- 
alkohol zu entfernen und erwirmt nach Zugabe von 8 ¢ Ferrichlorid und 
130 cem Sprit '/, Stunde auf 45°. Dann treibt man in Ather, zieht mit 
1,5°/, Salzsiiure das Deuteroporphyrin aus, extrahiert mit 8°/, Salzsiiure das 
Chlorin, treibt dieses in frischen Ather, verestert mit Diazomethan, engt auf 
ein kleines Volumen ein und versetzt in der Wirme mit Petroliither. Der 
Chlorinester kristallisiert in lanzettformigen Nadeln, Ausbeute etwa 120 mg. 
Zur Reinigung wird aus der Hiilse zunichst mit Petrolither, dann mit einem 
Gemisech von Petrolither-Ather, schlieBlich mit reinem Ather extrahiert. 


Aus letzterem kristallisiert reiner Ester vom Schmelzpunkt 215°. Sehr leicht 
lislich in Ather. 


4,298 mg Subst.: 11,21 mg oan 2,681 mg H,O. — 5,079 mg Subst. 
0,493 cem N, (23°, 720 mm). 224 mg Subst.: 0,604 cem "/-9-KSCN, 


C3.Hs,0,N, (540) Ber. C nae H 6,67 N 10,37 OCH, 11,48 
Gef. ,, 71,19 ,, 6,98 ,, 10,60 » i118. 
Spektrum in Ather: 


I. 657—638; II. 621—615,5; Ill. 599—589,5; IV. 525—519; 


Rn. cea ~~ eee Ee 





647 618 594,5 522 
V. 503—495 493—483; End.-Abs. 433. 
Doppelbande 


Reihenfolge der Intensitiiten: I, V, Il, HI, IV. 


Deuteroporphyrin-di-(s-chlorathyl)-ester. 0/5 ¢ Deuterohiimin wird 
in 50 cem Athylenchlorhydrin und etwa 15 cem Pyridin gelést und unter 
Erwiirmen 15 Minuten lang BF, eingeleitet. Dann gibt man in mehreren 
Portionen in etwa 4 Liter Athes, wisecht das Pyridin aus, zieht mit 4°/,iger 
Salzsiiure den Ester aus, treibt in frischen Ather, zieht mit verdiinnter 
Natronlauge aus, wiischt neutral und engt ein. Der Ester krystallisiert in 
derben Nadeln. Schmelzpunkt 190°. 


Deuteroporphyrindimethylester aus Deuterohamin, Methanol 
und BF,;. 5g Deuterohiimin werden in etwa 150 cem Methanol auf- 
geschliimmt und 15 Minuten BF, eingeleitet. Dann treibt man durch Ver- 
diinnen mit Wasser in 3,5 biter Ather, extrahiert mit 2°/,iger HCl, treibt 
in frischen Ather, zieht mit verdiinnter Natronlauge aus, wiischt neutral 
und engt ein. Der Deuteroporphyrinester krystallisiert aus. 


Deuterorhodinmethylester. 1 ¢ Deuterohimin wird in 20 cem Chlor- 
acetylchlorid unter Zugabe von 2g AIC], 2 Tage unter 6éfterem Um- 
schiitteln im verschlossenen Kolben stehen gelassen. Es tritt alsbald Griin- 
férbung ein. Dann gibt man unter starkem Verdiinnen mit Wasser in 
Ather, der intensiv gewaschen wird, bis die_griine Farbe vollkommen ver- 
schwunden ist, zieht mit 1°/,iger Salzsiiure aus, treibt in frischen Ather, 
wiischt neutral, verestert mit Diazomethan und trocknet durch Faltenfilter. 
Nach dem Einengen krystallisiert der Deuterorhodinester nach einiger Zeit 
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in schénen, derben Nadeln aus. Es wird aus Aceton umkrystallisiert. 
Erhalten 300 mg. Schmelzp. 224°. 


3,720 mg Subst.: 9,979 mg CO,, 1,968 mg H,O. — 3,744 mg Subst.: 


0,376 cem N, (17°, 712 mm). — 4,554 mg Subst.: 2,281 mg AgJ. 
Cy, H5o03Nq (506) Ber. C 73,50 H5,93 N 11,07 OCH, 7,35 
Gef. ,, 73,16 ,, 5,89 — ,, 11,07 » 6,61 


Spektrum in Pyridin-Ather: 
I. 636—631; II. 585,5—575,5; IT. 547—540: IV. 515-501, 
~~ ee — Swe, eee 


633,5 581 D43,5 508 


End-Abs. 442. 
Reihenfolge der Intensitiiten: IV, III, I, I. 








an 


Deuteroverdin. a) Deuterorhodin wird in geschmolzene Bernstein- 
siiure eingetragen und sofort Pyridin zugesetzt. Es erfolgt Griinfiirbung. 
Man gibt in Ather und fraktioniert mit 1°/,iger Salzsiiure in frischen 
Ather. Es entsteht ein Verdin, dessen Spektrum eine Bande bei 690 mu zeigt. 

b) Man erwiirmt Deuterorhodin in Pyridin, dem einige Tropfen konzen- 
trierte Salzsiiure zugesetzt sind; es bildet sich ebenfalls das Verdin. 





Vitamin B,-Mangel und Sauerstoffverbrauch bei Ratten 
Von 
Vilma Sz. Hermann 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Budapest) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Oktober 1941) 


Seit den Untersuchungen Abderhaldens!’) ist es bekannt, 
da8 der Gasstofiwechsel von auf Vitamin B-freier Kost gehaltenen 
Tieren absinkt. Verzar und Mitarbeiter’) bestitigen diese Unter- 
suchungen durch zahlreiche Arbeiten und fiihren den herab- 
gesetzten Gasstoffwechsel auf die im Verlaufe der Beriberi-Er- 
krankung einsetzende Hypofunktion der Schilddriise zuriick. Auf 
Grund von histologischen Untersuchungen kommt auch Schneider’) 
zu ihnlichen Ergebnissen: ,,[m Zustande der B,-Avitaminose findet 
eine hypophysiar bedingte Ruhigstellung der Schilddriise statt“ und 
ein Glykogenschwund in der Leber wird durch die Avitaminose 
nicht herbeigefiihrt“. Nach seiner Annahme verschwindet das 
Glykogen erst unmittelbar vor dem spontanen Ableben der Tiere 
aus der Leber, also zu einem Zeitpunkte, in welchem die Tiere 
schon appetitlos sind und keinerlei Nahrung mehr annehmen. 
Hinige Autoren, wie z. B. Meyer‘) in seiner zusammenfassenden 
Arbeit, sprechen aber gerade im Gegensatz zu diesen Feststel- 
lungen von einer B '-Mangelhyperthyreose. Ja wir stoBen in der 
Literatur sogar auf "Angaben, welche die Herabsetzung des Stoff- 
wechsels nicht fiir eine charakteristische Folgeerscheinung der 
B,-Avitaminose halten, sondern nur fiir eine Folgeerscheinung 
des Hungers, der seinerseits wieder durch die bei auf Vitamin 
B,-freier Kost gehaltenen Tieren auftretende Senagae be- 
dingt wird [z.B. Galvao und Cardoso). 

Ausgehend von diesen einander teilweise widersprechenden 
Angaben untersuchte ich nun in einer friheren Arbeit®) den 
Glykogengehalt der Leber an Ratten, bei welchen B,-Avitaminose 
experimentell herbeigefiihrt wurde. Dabei konnte festgestellt 
werden, daB der Glykogengehalt der Leber vor dem Auftreten 
der Beriberi-Symptome ansteigt; treten aber dann die Beriberi- 
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Symptome auf, so sinkt er wieder, und zwar annahernd auf den 
normalen Wert zuriick, um schlieBlich im Terminalstadium stark 
abzufallen. Daraus ergab sich die Frage, ob der Glykogengehalt 
der Leber im Endstadium ausschlieBlich nur infolge der Inanition 
absinkt, oder ob dabei vielleicht auch der Hyperfunktion der 
Schilddriise eine gewisse Rolle zukommt. Mosonyi und Kézdi’) 
fanden nun bei experimentellem Skorbut tatsichlich eine wesent- 
liche Erhéhung des Sauerstofiverbrauches im Endstadium und 
fihrten diese Erscheinung auf eine Aktivierung der Schilddriise 
zuriick. Die vorliegenden Untersuchungen sollten nun AufschluB 
dariiber erbringen, ob sich bei experimenteller B,-Avitaminose 
ebenfalls ihnliche Erscheinungen nachweisen lassen. 


Methodik 


Zu den Versuchen wurden junge, weibe Ratten (Minnchen) verwendet, 
die als Vitamin B,-freie Nahrung die von Sherman-Spohn zusammen- 
gestellte Diit®) erhielten, von welcher die Tiere beliebige Mengen fressen 
durften. Vor der Einstellung auf die Vitamin B,-freie Kost erhielten die 
Tiere eine Nahrung von derselben Zusammenstellung, mit dem einzigen 
Unterschied, daB dabei das Vitamin B, nicht extrahiert wurde. 

Als Ausgangs-, bzw. Normalwerte dienten jene Werte des Sauerstoff- 
verbrauches, die bei den Versuchstieren erhalten wurden, solange sie auf 
der erwihnten Ausgangskost gehalten wurden. Vor den Versuchen selbst 
hungerten die Tiere 17 Stunden hindurch. Die Bestimmung des Sauerstoff- 
verbrauches erfolgte mit Hilfe des Issekutzschen Apparates'‘), 


Versuche 


Zur Untersuchung des Sauerstoffverbrauches wurden im Friihjahr und 
Sommer je eine Serie von 5, bzw. 6 Ratten eingestellt, um auf diese Weise 
allfallig auftretende jahreszeitliche Schwankungen yon den durch die B,- 
Avitaminose hervorgerufenen Abweichungen unterscheiden zu kénnen. Mit 
Ricksicht darauf, da8 allzu hiiufiges Hungern die Widerstandskraft der 
Versuchstiere beeintriichtigt, wurden die einzelnen Tiere nur jeden 3. oder 
4. Tag zur Untersuchung herangezogen. 


Wie aus den beiden Tabellen hervorgeht, sinkt der Sauer- 
stofiverbrauch wihrend der experimentellen B,-Avitaminose be- 
trichtlich ab, und zwar ausnahmslos bei allen untersuchten 
Tieren. Dieser herabgesetzte Sauerstoffverbrauch zeigt aber ge- 
wisse Schwankungen, wobei hauptsiichlich darauf hinzuweisen ist, 
daB er einige Tage nach Beginn der Versuche, sowie gegen das 
Ende des Ablaufes der Beriberi-Erkrankung zu etwas ansteigt, 
im Terminalstadium aber plétzlich stark abfallt. So sehen wir 
z. B. bei Tier Nr. 7, daB der Sauerstoffverbrauch von seinem 
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Vitamin b,-Mangel und Sauerstoffverbrauch bei Ratten yy | 


Ausgangswert (durchschnittlich 1,90 g/kg, Std.) am 1. Tage auf 
1,54 g/kg, Std. absinkt und dann bis zum 8. Tage auf 1,74 an- 
steigt.. Von diesem Tage an sinkt er wieder, bis er am 24. Tage 
einen Wert von 1,25 erreicht. Nach einem neuerlichen Anstieg, 
der am 30. Tage mit 1,50 kulminiert, stiirzt er schlieBlich 3 Tage 
vor dem Eingehen des Versuchtieres auf 1,13 g/kg, Std. 

Als wesentlicher Unterschied zwischen der im Verlaufe des 
Skorbut und der Beriberi-Erkrankung zu beobachtenden Erhéhung 
des Sauerstofiverbrauches ist aber festzuhalten, daB die erhéhten 
Werte bei B,-Avitaminose nie iiber die Normalwerte ansteigen, 
woraus also die SchluBfolgerung gezogen werden kann, daB das 
Verhalten des Sauerstoffverbrauches wihrend der B,-Avitaminose 
nicht fiir die Annahme zu sprechen scheint, da es in irgend 
einem Stadium der B,-Avitaminose zu einer Hyperfunktion der 
Schilddriise kommt. 

Was nun die Herabsetzung des Sauerstoffverbrauches selbst 
betrifft, so ist es wohl fraglich, ob sie — wie dies einzelne 
Autoren aunehmen — ausschlieBlich eine Folgeerscheinung der 
Inanition darstellt. Die vorliegenden Untersuchungen sprechen 
eher dagegen, da niimlich der Sauerstoffverbrauch als Folge des 
Vitamin B,-Mangels schon zu einem Zeitpunkte absinkt, in welchem 
die Tiere nicht nur nicht als hungernd anzusprechen sind, sondern 
im Gegenteil eine Gewichtszunahme zeigen und nach meinen 
Beobachtungen auch mit gutem Appetit fressen. (Nach Einstellung 
auf die Vitamin-freie Kost nimmt anfangs das Gewicht aller Tiere 
zu, und zwar ausnahmslos, und erst darauf erfolgt der ausgesprochen 
starke Gewichtsabfall.) 

Gegen das Ende des Terminalstadiums, also wenige Tage vor 
dem EKintritt des Todes, sinkt der Sauerstoffverbrauch in vielen 
Fallen sogar unter die Halfte des Normalwertes. Auch die starke 
Verminderung des Leberglykogens fillt in dieselbe Zeitspanne 
[vgl. Sz. Hermann®)], in welcher die Tiere schon kaum mehr | 
etwas fressen und auch fast ganz bewegungslos sind. Deshalb ist 
also diese starke Verminderung des Leberglykogens und das 
starke Herabsetzen des Sauerstoffverbrauches als eine Folge- 
erscheinung der Inanition zu betrachten. 


Zusammenfassung 
Im Verlaufe der experimentellen B,-Avitaminose sinkt der 
Sauerstoffverbrauch stark ab. Zu Beginn der Avitaminose und 
eine gewisse Zeit vor dem Eingehen der Tiere nimmt der Sauer- 
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stofiverbrauch zwar etwas zu, doch ibersteigen diese Werte nie 
den Normalwert. 


Im Terminalstadium, kurz vor dem Eintritt des Todes, zeigt 


der Sauerstoffverbrauch ein rapides Absinken, wobei die gemes- 
senen Werte in vielen Fallen unter die Hilfte der Normalwerte 
fallen, was jedenfalls eine Folgeerscheinung der Inanition darstellt. 
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Uber die antineuritische Wirksamkeit 
von Vitamin B,-Homologen und -Analogen. IT 


Von 
Fritz Schultz 
Mit 6 Figuren im Text 





¢Aus dem Physiologischen Laboratorium der I. G. Farbenindustrie A.-G., Werk Elberfeld) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Oktober 1941) 


In der vorausgehenden Arbeit!) wurde iiber Versuche berichtet, 
die die Frage nach der antineuritischen Spezifitat des Vitamins B, 
experimentell aufrollten. Die zu vergleichenden homologen und 
analogen Verbindungen des Aneurins wurden nach der bewahrten 
»klassischen“ Methode des kurativen Taubentestes geprift!*’). 
Wenn ein Priparat in der Lage war, simtliche beriberikranken 
Tiere fiir einen Zeitraum von einem bis zu mehreren Tagen ein- 
wandfrei zu heilen, so sprachen wir ihr eine echte antineuritische 
Wirkung zu und ermittelten ihren Wirkungsgrad durch Vergleich 
mit dem Schwellenwert des Aneurins. Als Kriterium fiir eine 
echte antineuritische Wirkung und als Abgrenzung gegeniiber 
unspezifischen Heilungen wurden lediglich 2 Forderungen auf- 
gestellt: Samtliche eingesetzten Tiere muBten geheilt werden; die 
Heilung muBte mindestens 24 Stunden anhalten und gegeniiber 
dem Stadium der Pseudoheilung mit Sicherheit unterschieden sein. 
In den so gewonnenen Ergebnissen spiegelt sich naturgem4B nur 
der rechnerische Endeffekt, der durch Verabreichung der be- 
treffenden Substanzen erzielt wird, wider, wahrend die rein zahlen- 
miiBigen Resultate nichts aussagen iiber den Ablauf des bio- 
logischen Geschehens. 

Das weitere Studium dieser Zusammenhinge fiihrte nun zu 
neuen Fragestellungen und weiteren Erkenntnissen. Es waren 
vor allem drei Beobachtungen, die eine weitere Vertiefung der 
bisherigen Anschauungen forderten: 

1. Vergleicht man die Wirkungsweise verschiedener, selbst 
hochaktiver Aneurin-Homologer untereinander, so ergeben sich 
grundsitzliche Unterschiede: ,,Der Heilungsverlauf ist keines- 
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wegs fir alle diese Verbindungen der gleiche“'). Dies zeigt sich 
am deutlichsten in der Linge der Zeitspanne zwischen Verab- 
folgung des Priparates und vollendeter Heilung. Wie schon aus 
der Tabelle auf S. 119 der vorhergehenden Arbeit?) hervorgeht, 
erfolgt der Eintritt der Heilung beim Vitamin B, und den im 
Pyrimidinkern verinderten Homologen mit nur 2 Ausnahmen inner- 
halb von maximal 6 Stunden, wihrend bei simtlichen im Thiazolring 
veranderten Substanzen Heilungszeiten bis zu 50 Stunden erforder- 
lich waren. (Diese in der Nihe der Schwellenwerte groBen Diffe- 
renzen gleichen sich bei hoher Dosierung etwas aus.) Es besteht 
also zweifellos ein Zusammenhang zwischen dem Ort der Substi- 
tutionsiinderung und der Schnelligkeit des Wirkungsablaufs. Wir 
miissen uns von der Vorstellung freimachen, daB Substanzen, die 
durch die gleiche ,,Wirksamkeit“ von beispielsweise 5 y pro Kin- 
heit gekennzeichnet sind, auch klinisch dasselbe Bild ergeben 
miBten. ; 

Dies wird beispielsweise durch folgenden Vergleich belegt: 
Das in 2’-Stellung des Pyrimidins durch Propyi substituierte 
Aneurin-Homologe erscheint mit einer Wirksamkeit von 7,7 y pro 
Einheit zahlenmaBig schwicher als die mit 5,0 7 wirksame Ver- 
bindung, die durch Substitution des im Thiazol stehenden 4-Methyl 
durch Athyl erhalten wird. (Die Substanzen entsprechen den 
Nr. 2 und 21 der Tabelle auf S$. 118 der ersten Veréffentlichung ') 
und werden im folgenden kurz als 2’-Propyl-Aneurin bzw. 4-Athyl-, 
Aneurin bezeichnet.) Das biologische Bild ist aber genau das um- 
gekehrte: Verabfolgt man beriberikranken Tauben die den obigen 
Verhialtniszahlen entsprechenden Heildosen, so sieht der Beob- 
achter bereits nach wenigen Stunden eine schlagartige Heilung 
durch die Propylverbindung, wihrend die zahlenmibig angeblich 
stirkere Thiazol-Athyl-Verbindung meist erst nach 10—60 Stunden 
langsam und zégernd iiber ein langes Stadium der Pseudoheilung 
zur echten Heilung fiihrt. Diese durch die Methode der Ermittlung 
des unteren Schwellenwertes bedingte Tauschung der bloBen Zaht 
gibt schon einen Hinweis darauf, daB die im kurativen Tauben- 
test zur Ermittlung der Wirkungsstiirke von Aneurin-Fraktionen 
bisher vollig ausreichenden Kriterien nunmehr zur Bestimmung 
der Spezifitit von Vitamin B,-Analogen allein nicht mehr geniigen. 
In dieselbe Richtung weisen noch andere Beobachtungen. 

2. Verschiedene Homologe des Vitamins B, zeigen eine ganz 
unterschiedliche , Durchschlagskraft“. Dies dokumentiert sich 
in gewisser Hinsicht ja schon in dem eben besprochenen ver- 








Antineuritische Wirksamkcit y. Vitamin B,-Homologen u. -Analogen. II 31 


zogerten Hintritt der Heilung bei gewissen Priparaten. Dariber 
hinaus ergibt sich bisweilen eine mangelnde Parallelitat zwischen 
Dosis und Wirkung: ,Je unspezifischer der Stoff, desto gréBer 
wird die Spanne, innerhalb deren Heilungen beobachtet werden“). 
Aber auch solche Verbindungen, die dem Aneurin konstitutions- 
miBig sehr nahe stehen, und die sowohl einen hohen antineu- 
ritischen Wirkungsgrad als auch relativ rasche Heilwirkung zeigen, 
lassen in bestimmten Fallen die beim Vitamin B, gewohnte Kin- 
heitlichkeit der Wirkungsschwelle vermissen. Wihrend z. B. das 
biologisch aktivste Homologe, das 2’-Athyl-Aneurin (Nr. 1), nach 
Verabreichung von 10 y bei saimtlichen Versuchstieren innerhalb 
weniger Stunden zur Heilung fiihrt, wurden vom 4-Athyl-Aneurin 
(Nr. 21) Dosen zwischen 20 und 507, beim 2’-Athyl, 4-Athyl- 
Aneurin (Nr. 28) Dosen zwischen 20 und 100 y bendtigt. (Die 
untere Wirkungsgrenze des letzteren Priparates wurde in neueren 
Versuchen bei 15 y pro Einheit, nicht wie friiher bei 5 y pro Ein- 
heit, gefunden.) 

Die verschiedene Durchschlagskraft tritt aber noch auf andere 
Weise in Erscheinung. Es ist bekannt, daf die Schwere des 
Reriberikrampfes der Taube sehr verschieden ist, je nach der 
allgemeinen Widerstandsfahigkeit des Tieres, nach dem Ernahrungs- 
zustand, nach Temperatur und Jahreszeit und nach der Linge 
der Frist, die nach Eintritt der polyneuritischen Erscheinungen 
bereits verstrichen ist. Bei der Vielzahl der Variablen wird man 
trotz aller VorsichtsmaBregeln also stets mit einer Anzahl éxtrem 
Jeichter oder schwerer Falle zu rechnen haben. Wahrend diese 
Unterschiede sich beim Aneurin selbst ziemlich weitgehend aus- 
gleichen, da nach einer etwa erforderlichen héheren Dosis eine 
entsprechende Verlingerung der Heilungsdauer zu erwarten ist, 
fallen diese Unterschiede bei gewissen B,-Homologen viel schwerer 
ins Gewicht. Bei manchen Praparaten zeigt sich dies in der 
Notwendigkeit, die normale Heildosis gleich auf ein Mehrfaches 
zu erhéhen, wie etwa beim 2’-Athyl, 4-Athyl-Aneurin (Nr. 28). 
Bei weniger wirksamen ist in schweren Fallen auch bei weit- 
gehender Uberschreitung der Reizschwelle eine Heilung tiberhaupt 
nicht mehr zu erzielen. Demgegeniiber stehen wiederum Ver- 
bindungen, die sich gerade in dieser Lage bewihren, beispiels- 
weise das 2’-Propyl-Aneurin (Nr. 2). 

Unter Beriicksichtigung dieser Erkenntnisse ist zu bedenken, 
daB dem einen unserer bisherigen Kriterien fiir eine echte anti- 
neuritische Wirkung —.namlich der Heilung simtlicher Ver- 
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suchstiere bei entsprechender Dosierung — ein wesentlicher Un- 
sicherheitsfaktor dadurch anhaftet, daB je nach der Schwere der 
zur Behandlung gelangenden Fille einmal simtliche Tiere, das 
andere Mal méglicherweise nur ein gewisser Prozentsatz zur 
Heilung gelangt. Dadurch kénnen sich die Grenzen zwischen 
vollwirksamen Priparaten und solchen von geringerer Spezifitit 
verwischen. 

3. Priift man im kurativen Taubentest bestimmte Substanzen, 
die von der Struktur des Vitamins B, in grundsitzlichen 
Punkten abweichen, so kann man bei einem gewissen Prozent- 
satz der Versuchstiere bei entsprechend hoher Dosierung echte 
Heilungen beobachten, deren schlechte Reproduzierbarkeit jedoch 
von vornherein Zweifel an der Vitaminnatur dieser Stofie hervor- 
rufen muB.:_ Meist finden sich hier alle unter 1. und 2. beschriebenen 
Abweichungen von der Norm gleichzeitig vor: Unsicherheit der 
Wirkung, Versagen in schweren Fillen, mangelnde Parallelitit 
zwischen Dosis und Wirkung, Eintritt der Heilung manchmal 
nach Stunden, manchmal erst nach Tagen, meist nur kurze 
Heilungsdauer trotz Dosierung in Milligrammen. Der Einflu8 
dieser Stoffe auf die Taubenberiberi ist also ungefahr der gleiche, 
wie der in der ersten Veréfientlichung (S. 115) fiir die Substanzen 
der dritten Gruppe beschriebene, nimlich aller derjenigen Aneurin- 
Analogen, die biologisch zwischen antineuritisch vollwirksam und 
ginzlich unwirksam einzureihen sind. 

Als Beispiel fiir viele seien hier 2 Verbindungen aufgefiihrt, 
die von den Herren Dr. H. Andersag und Dr. Chr. Wiegand 
in den chemischen Forschungslaboratorien des hiesigen Werkes 
hergestellt wurden: 
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Man begegnet damit einer Erscheinung, die schon in den 
ersten Jahren der Vitaminforschung erhebliches Kopfzerbrechen 


gemacht hat. 


Als damals die Bemiihungen zur Isolierung des 


Aneurins an experimentellen Schwierigkeiten scheiterten, suchte 
man der Struktur des Vitamins niher zu kommen durch Priifung 
der verschiedensten synthetischen Verbindungen im Tierversuch. 
Von einer ganzen Reihe von Substanzen, die, wie wir heute wissen, 
dem Vitamin B, chemisch durchaus fernstehen, wurden mehr oder 
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weniger starke antineuriti:che Higenschaften berichtet, beispiels- 
weise von Oxypyridinen, Dioxychinolin, Glyoxalinderivaten, Adenin, 
Histamin, Thyroxin und anderen. Obwohl diese Befunde spiiter 
vielfach von den Autoren selbst zur iickgenommen oder von anderen 
Forschern widerlegt wurden, diirften sie in vielen Fallen rein 
experimentell richtig gewesen sein. Die Angabe iiber eine zeit- 
weise Heilung einzelner Tiere durch derartige Substanzen deckt 
sich mit unseren neueren Beobachtungen, die Schliisse auf die 
chemische Natur des Vitamins selbst dagegen waren falsch. Eine 
Zusammenfassung der diesbeziiglichen Literatur findet sich bei 
Funk‘), sowie bei Sherman und Smith’). 

Kine Erklirung fiir diese Vorgiinge, die die Frage nach der 
Spezifitat des antineuritischen Vitamins auferordentlich erschweren, 
sieht Funk (S. 174) darin, ,daB die Heilung der akuten Beriberi- 
Symptome theoretisch auf zwei Wegen erfolgen kann: Erstens 
durch die Zufuhr des spezitischen Vitamins, zweitens durch Maf- 
nahmen, die das Reservevitamin, das sich in Organen und Geweben 
befindet, plétzlich mobilisieren kénnen“. — Es ist bekannt, daf 
der Vitamin B,-Gehalt der Organe bei aneurinfreier Ernahrung 
abnimmt, ohne aber selbst bei schwerer Beriberi ganz zu ver- 
schwinden. Doch scheint es denkbar, daB durch einen starken 
physikalischen oder chemischen AnstoB diese vom Gewebe zah 
festgehaltenen Restbestiinde freigemacht werden und voriibergehend 
die polyneuritischen Symptome zum Verschwinden bringen. Man 
kann sich das so vorstellen: Ebenso wie der Organismus bei 
erhéhter kérperlicher Leistung oder bei Fieber mehr Vitamin B, 
verbraucht, genau so kann man anscheinend durch stoffwechsel- 
erhéhende Substanzen den Kérper zwingen, seine letzten Vita- 
min B,-Depots zu entleeren. 

Ks erhebt sich also die grundsiitzliche Frage, wo die Grenze 
zwischen einer wahren und einer vorgetiiuschten Vitamin-Wirkung 
zu ziehen ist. DaB es mehrere Substanzen von echtem 
Vitamin B,-Charakter gibt, steht auBer Zweifel und wird 
im folgenden weiterhin belegt. Schwierig wird die Abgrenzung 
erst dort, wo die unter 1—3 geschilderten Abweichungen vom 
normalen Verlauf der Aneurinheilung auftreten. 

Zwei Uberlegungen diirften hier zum Ziele fiihren: Ks ist 
einleuchtend, daB eine Mobilisierung von Rest-Vitamin-Bestiinden, 
wie wir sie ‘fiir die unspezifischen Heilungen annehmen miissen, 
nicht wiederholt werden kann; eine Substanz von wirklichem 
Vitamincharakter, die also durch Substitution einen bestehenden 
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Mangel tatsiichlich deckt, muB in der Lage sein, den mehrmals 
am selben Tier ausgelésten Beriberikrampf zu wiederholten Malen 
zu heilen. Zweitens ist es notwendig, den urspriinglichen Begriff 
des ,,Vit‘-Amins einmal ganz in den VorJergrund zu stellen; 
danach muB es méglich sein, ein avitaminotisches Tier nach der 
Heilung durch dauernde Zufuhr des fehlenden Wirkstoffes fiir 
eine lingere Zeit am Leben zu erhalten (Dauerheilung), oder bei 
frihzeitig einsetzender, fortlaufender Darreichung das Auftreten 
von Mangelerscheinungen tiberhaupt zu verhindern (Prophylaxe). 

Zur Beantwortung unserer speziellen Fragestellung be- 
nétigen wir also als Ergiinzung der iiblichen kurativen Methode 
eine Abwandlung bzw. Erweiterung des Taubentestes. 


Experimenteller Teil 


Von den 3 Méglichkeiten: Mehrmalige Heilung, Dauerheilung 
und Prophylaxe wurden zunichst die beiden ersten experimentell 
bearbeitet. Der Prophylaxeversuch wiire zwar physiologischer, 
krankt aber daran, daB der zu einer offenkundigen Avitaminose 
fiihrende Prozentsatz der eingesetzten Versuchstiere durch EKin- 
wirkung fuBerer Faktoren zu grofen Schwankungen unterliegt. 

In einer kleineren Versuchsreihe wurde fiir jedes Priparat 
zuniichst ermittelt, ob es zu einer mehrmaligen Heilung der 
Beriberi am selben Tier befahigt ist (A). 

Die Hauptversuche (Bb) sollten die lebenserhaltende 
Wirkung der zu priifenden Substanzen unter Beweis 
stellen und damit ein weiteres Argument liefern fiir die 
Richtigkeit unserer im kurativen Taubentest gemachten 


Beobachtungen und der daraus gezogenen Schlub- 
folgerungen. 


Da Tauben mit der Zeit bekanntlich eine Abneigung gegen 
die bloBe Reisnahrung entwickeln und diese in bezug auf 
accessorische Nahrungsstoffe keineswegs vollwertig ist, versuchten 
wir bei einem Teil der Tiere der gewéhnlich auftretenden Inanition 
mit dem daraus folgenden Gewichtssturz durch eine synthetische 
B,-Mangelkost vorzubeugen. Dies ist erfahrungsgemiB bei 
Tauben schwierig, und — soweit wir die Literatur iibersehen — 
bisher auch nicht in voll befriedigender Weise gelést worden. 
Immerhin geniigt es fiir unsere Zwecke, die Lebensdauer bei Zu- 
fiihrung wirksamer Praparate um 2—3 Monate zu verlingern. Zur 
Vermeidung einer einseitigen Abhiingigkeit von einer bestimmten 
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Art der Nahrungszufuhr wurden die nachfolgenden Versuche in 
3 parallel laufenden Reihen durchgefihrt: 


1. Tauben mit Reiskost ohne kiinstliche Fitterung. 
2. Tauben mit Reiskost bei kiinstlicher Fitterung. 


8. Tauben mit synthetischer Mangelkost bei kiinstlicher 
Fiitterung. 


Die Tauben der ersten Gruppe erhielten von Anfang an Reis- 
kost, und zwar so viel, wie sie freiwillig zu sich nahmen. 

Der zweiten Gruppe wurde der Reis kiinstlich in der Weise 
zugefihrt, daB jedem Tier morgens und abends je 10 g mit einer 
geeigneten Sonde in den Kropf eingefiihrt wurden. Die Diit be- 
stand aus poliertem Patna-Reis, der 24 Stunden flieBend gewissert 
und nach der Trocknung im Luftstrom mit 10°/, Zucker und 
0,5°/, Kochsalz vermischt wurde. 

Gruppe 3 erhielt eine B,-Mangelkost, wie sie in ahnlicher 
Form fiir Rattenversuche zur Anwentlung gelangt. Um die kiinst- 
liche Zufiihrung einer definierten Menge fiir eine groBe Anzahl 
von Tauben zu erméglichen, lieBen wir den sonst iiblichen Zusatz 
von Agaragar weg, so daB an Stelle einer schneidbaren Masse 
eine viscose Fliissigkeit erhalten wurde. Diese l4Bt sich mit Hilfe 
einer MeBpipette, die unten ein Stiick Schlauch trigt, leicht in 
den Kropf einfiihren. Die Zusammensetzung der Diit ist folgende: 


MOORE gk tts 720 g = 72°, 
Casein (extrahiert). ....... 175 g = 17,5°, 
a 60g¢g= 6%, 
Salzmischung .......... 45g= 4,5, 
Vitamin A (,,Vogan“). ........ 500 mg 
Cholinchlorhydrat .......... 330 mg 
Nicotinsiiureamid .......... 330 mg 
d,l-Pantothensiure .......... 60 mg 
Pe ee ae a 5,5 mg 
VE 2k ce we eee eRe * 5,5 mg 


Zu dem in der Kugelmiihle fein gemahlenen Gemisch aus Zucker, 
Casein und Salzmischung wird das Sojaél zugegeben, in dem das Vogan 
bereits gelést ist, und das Ganze klumpenfrei verknetet. Die iibrigen Be- 
standteile lést man in 375 cem heiBem Wasser und gibt dieses zu der Zucker- 
Caseinmischung. Nach gutem Riihren erhélt man 1100 cem einer gleich- 
miBigen Emulsion, von der jedes Tier 2 mal tiiglich je 10 cem = 9 g fester 
Substanz erhiit. 


Zur Priifung gelangten folgende Verbindungen [die nach- 


folgenden Zahlen sind der vorausgehenden Verdéffentlichung?) ent- 
nommen|]: 
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Substituenten im Geheilt] Dosis Wirk- 
Priiparat —————] nach samkeit 
- Isiacarsivo | Thiazol Std. | curativa] jR= 
Aneurin e- CH, 4’-NH, |4- CH, 5-C,H,.OH| 2—5 5—l10y 2,5 7 
Nr. 1 | 2-C, H, 4’. NH, 4- CH, 5-C, H, -OH} 2—3 5—10 2,17 
Nr. 2 3. C; H, 4’-NH, '4-CH H, 5-0, H, .OH} 3—4 |20—30 1,77 
Nr. 21 | 2’- CH, 4’-NH, |4-C,H, 5- C, H, -OM | 2—21 | 10—30 y 5,0 7 


A. Mehrmalige Heilung. Den mit Reiskost ernihrten Tauben 
wurde nach einwandfreiem Eintreten des Beriberikrampfes die 
Liésung der zu testenden Praparate einmalig subcutan unter dem 
Fliigel injiziert und die Anzahl der Heilungstage ermittelt. War 
die Wirkung der ersten Heildosis erschépft und verfiel die Taube 
erneut in Krampfe, so wurde dasselbe Praparat nochmals ver- 
abfolgt und zwar in einer héheren Dosis, da — wie auch aus der 
Literatur bekannt — eine zweimalige Heilung wegen der in- 
zwischen eingetretenen erheblichen Schwichung des Tieres we- 
sentlich schwieriger ist als beim ersten Mal. Gelang die Heilung 
abermals, so wurde dem Vogel die gleiche Substanz in tiiglichen 
Gaben weiter zugefiihrt, um die Dauerwirkung zu ermitteln. 
Wahrend der Versuchsperiode wurden die Tiere durch Schlund- 
sonde mit Reis gefiittert. 

Die Ergebnisse sind im folgenden tabellarisch wiedergegeben: 



































Heildosis Geheilt 7 | Tagesdosis tbemn 
Priiparat nach nach 
1. Krampf nach nach 2. Krampf dauer 
Aneurin > 10 | 4Sta. 5 Tagen | 40 y 47 7 Tage’ 
10 y - % . % 40 y a 
10y zz - 40 y 39 
10 y 31/,Std. | 2 ,, 40 y ss ‘. 
“Pr ip arat Nr.1 10 ¥ 3 Std. 5 Tagen 40 27 Tage 
10 y Sige is x 40 7 7 « 
7, |, , | 6 40y 191 ,, 
107 3 Std _ 40 ¥  » 
“Priparat Nr2 | 307 iN. | 2Tagen|] 807 8 Tage 
30 7 wi. N. - » 80 y S « 
¢ Y 2 ’ 9 
120 y 4 Std ; * 120 y . » 
Priparat Nr. 21 20 y 16 Std. | 2 Tagen 80 19 Tage 
20 7 4 33 4 ” 80 7 11 ” 
20 7 as lw = 80 y a. « 

















Die Dosierung wurde errechnet nach dem im kurativen 
Taubentest erhaltenen Wirkungsgrad der Priparate. Die im Ver- 
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haltnis zu der ersten Heildosis relativ hoch erscheinende Tages- 
dosis nach dem zweiten Beriberianfall war notwendig, da mit 
geringeren Mengen auch beim Aneurin selbst keine regelmiBigen 
Resultate erhalten werden konnten. 

Die Durchfiihrung dieser Versuche gestaltete sich aus 
zwei Griinden schwierig: Erstens setzt der zweite Krampf viel- 
fach tiber Nacht ein, wenn die Tiere nicht beobachtet werden 
kénnen; am niichsten Morgen sind sie dann meist schon tot oder 
in so desolatem Zustand, daB selbst mit Aneurin in hohen Dosen 
eine Heilung nicht mehr erzwungen werden kann. Zweitens zeigt 
der zweite Beriberianfall meist nicht das fiir den kurativen Test 
allein geeignete akute Krampfstadium, sondern die paralytische 
oder atrophische Form, die erfahrungsgemiB nur sehr schwer zu 
beeinflussen ist. Indessen gelangt nur ein kleiner Teil der dafiir 
angesetzten Tiere tatsiichlich in die entscheidende zweite Phase 
des Versuches. — In einem Fall gliickte es, mit dem Priparat 
Nr. 2 sogar eine dreimalige Heilung durchzufiihren. 

Wie aus der Tabelle ersichtlich, ist es grundsatzlich 
moéglich, mit allen vier Priparaten eine mehrmalige 
Heilung der Beriberi zu erzielen. Dies kann nur erklirt 
werden durch eine echte Substitutionstherapie; denn es ist kaum 
denkbar, daB die Heilung unter so erschwerten Bedingungen durch 
eine wiederholte Ausschwemmung von Reservevitamin aus den 
Geweben zustande kommen kann. Dagegen spricht auBerdem die 
nach der 2. Heilung durch Dauerzufuhr erzielte relativ lange Lebens- 
dauer. Der Beweis liBt sich per exclusionem noch weiter fiihren: 
Mit den beiden auf 8. 32 und 33 erwihnten, sicher unspezifischen 
Substanzen A943 und W135 gelang es in keinem Fall, eine 
zweimalige Heilung durchzufiihren, trotzdem diesen Verbindungen 
zweifellos eine vitaminmobilisierende Wirkung zukommt. 


B. Dauerheilung. Die Ausfiihrung dieser Versuche geschah 
in folgender Weise. ‘Tauben wurden nach einer der 3 geschilderten 
Methoden mit Mangelkost ernihrt, bis die typischen Erscheinungen 
der Beriberi auftraten. Es wurde besonderer Wert darauf gelest 
da8 nur solche Tiere zum Dauerversuch herangezogen wurden 


; 


’ 


bei denen alle Voraussetzungen fiir den sicheren Bestand der 
Kriimpfe erfiillt waren? *), Die Tauben erhielten taglich eine 
subcutane Injektion der vorgesehenen Heildosis unter den Fliigel, 
wihrend die Erniihrung in der gleichen Weise wie bisher fort- 
gefiihrt wurde. Die Zeitspanne von der ersten Injektion des Heil- 
priparates bis zum Tod des 'Tieres galt als .Lebensdauer“. 
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Anfangs wurde die Dosierung nach der im akuten Tauben- 
test festgestellten dosis curativa bemessen. Es zeigte sich aber, 
daB diese Vitaminmenge selbst beim Aneurin (10 v) fiir den 
Dauerversuch viel zu gering war. Giinstige Werte konnten erst 
erhalten werden, als die Dosis fiir Aneurin auf etwa 40 y tiglich — 
das ist das 4fache der Heildosis und das 16 fache der ,,Tauben- 
einheit* — gesteigert wurde. Auf dieser Basis wurde in der 
Regel die Tagesmenge fiir die anderen Priiparate in der Weise 
errechnet, daB sie der im kurativen Test ermittelten Verhiltnis- 
zahl entsprach'), Eine Substanz vom Wirkungswert 7,5 y pro 
Taubeneinheit (Aneurin = 2,5 7 pro Einheit) wurde also fiir den 
Dauerversuch mit einer Tagesdosis von 120 y eingesetzt. DaB 
diese Art der Dosierung zu annahernd optimalen Werten fiihrt, geht 
eindeutig aus dem zusammenfassenden Diagramm Fig. 5 hervor. 

Die Lebensdauer hingt in hohem Mae von der jeweiligen 
Widerstandskraft der einzelnen Tiere ab, die durch die Mangel- 
ernihrung naturgem&B stark geschwicht sind. Je nach der Liinge 
dieser Vorbereitungszeit, nach Konstitution und Alter der Tiere 
ist also von vornherein mit sehr unterschiedlichen Ergebnissen zu 
rechnen. Bei Anwendung einer gréBeren Anzahl von Versuchstieren 
werden sich diese Differenzen aber so weit ausgleichen, daB der er- 
haltene statistische Mittelwert einen zuverlissigen MaBstab ergibt. 

Die experimentellen Resultate sind in den nachfolgenden 
Tabellen und Diagrammen zusammengetaft; darin bedeutet: 

Gruppe A (Dreiecke): Reiskost bei freiwilliger Nahrungsaufnahme. 

Gruppe B (Punkte): —Reiskost bei kiinstlicher Erniihrung. 

Gruppe C (Kreuze): Synthetische Mangelkost bei kiinstlicher 

Ernahrung. 


Gruppe D (Kreise): — Reiskost bei kiinstlicher Erniihrung, 
zweimalige Heilung. 


yu. N.“ heiBt: Heilung erfolgte iiber Nacht. 


Priparat: Aneurin 





Ernihrungs-}| Heil- | Geheilt | Tages- }| Lebens- 








gruppe dosis | ~nach dosis dauer Bemerkungen 
A 10y 2 Std. DY 3 Tage ; 
(Dreiecke) 107 —- — ii. N. + 
10 7 ii. N. Dy 21 Tage 
107 ii. N. Dy . « 
207 | 34,Std.] ly | 2 


40 y 2 Std. 40 7 —- ~ 
40 7 = ws 40 7 ia 
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Aneurin (Fortsetzung) 
Erniihrungs- | Heil- | Geheilt | Tages- Lebens- Bemerkungen 
eruppe dosis poy dosis dauer 
B 20 y ii. ie 20 21 Tage 
(Punkte) 207 | 15/,Std.] 207°] 37 ,, 
407 | 1'/,Std. | 407 .-% 
40 y 3 Std. 40 y 5 on 
40 2 9 40 7 D ” 
4() Y 2 9 40 Y 37 ” 
40 i. N. 40 y 89 ,, 
80 ii. N. 80 z= 
SO y | 11/,Std. | 807 42 ,, 
c | 207 | 24, Sta] 207 | 51Tage | 
(Kreuze) 20 7 ui. N. 20 7 a. * 
40 v a. N, 40 y i _ 
40 y 5 Std. 40 y — 4 
40 ¥ a» 40y |>91 _,, 
80 1's Std. | 80/7 im 
80 Pie i 80 y 7 » 
80yv | 4'/, ,, 80 v 39s, 
D 107 4 Std. 40 y 47 Tage | 2. Krampf nach 5 Tagen 
(Kreise) 10¥ - % 40 7 - » Ee 9 . © 
10y | 3. ,, Sete, Te «» «Bs 
10y | 34, ,, 40 7. ew He a os @ # 
_ Praiparat Nr. 1 
2’-Athyl-Aneurin (Anderung des Substituenten im Pyrimidin) 
"Ex niles Heil- | Geheilt | Tages- | Lebens- , _ 
gruppe dosis nach | dosis dauer Bemerkungen 
A 10y |} 17/, Std. by 9 Tage 
(Dreiecke) 20 7 De 10 y 3 « 
20y | 1), ,, 10y 30. —C,, 
1l0y | 3'/, ;, 40 y 20. ,, 
B 407 | wN. | 40 13Tage| 
(Punkte) 40 ¥ ii. N. 407 ae ws 
40 v af Std. | 407 39. Cs, 
40 y ad 40 ¥ 52 =C«y, , 
c 407 | 28ta. | 407 | 10Tage| 
(Kreuze) 40 7 = + 40y |>91 ,, 
D 10y ti. N. 407 16 Tage | 2. Krampf nach 4Tagen 
(Kreise) 10 Y 3 Std. 40 Y 27 9 2. 99 ” 5 ” 
10y 1*/, ” 40 >91 ” 2. 29 ” 6 
10y | 2*/, ,, 40y |>91 2. 2 


19 79 bad 9 
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Priparat Nr. 2 
beh Aoeat tenim (Anderung des Substituenten im Py gsc 





















































E rmihrungs- Heil- seheilt Tages- “Lebens- , ee aeers 
gruppe | dosis nach dosis dauer Bemerkungen 
A .| 207 | un. | 207 | 4 Tage - 
(Dreiecke) 20 y 2 Std. 20 7 9 am 8. Tag Beriberi 
40 a Wy 20 ¥ is 
_ 40 ¥ 2 ” 40 Y 4 ” 
B 60 v 3 Std 60 7 2 Tage 
(Punkte) | 120y 1, | 1207 . 
120 7 . 4 120 ~~ 
120 ” % 120 7 m % 
1207 a 120 ~~ 
160 = «# 160 v  * 
160 ii. N. 160 v - ~~ 
1607 | 1/,Std. | 1607 | 44 ,, 
~ 6 | 6,7 | aN. | 6Oyr | 4Tage aoa 
(Kreuze) 60 7 4 Std. 60 as «+ 
1207 Gs 120 y 7 w ’ 
120: a: % 120 14 , 
120 = 120 y 20 ,, 
160 y - * 160 _ 
160y | 2'/, ,, 1607 - ~ 
160 = 160 y | aa 
D 20 ¥ i. N. 80 v 8 Tage | 2. Krampf nach 2 Tagen 
(Kreise) 307 ii. N. 80 v ' « os # o 2 wy 
2 2. 9 9 2 9 
1207 4Std. | 1207 S . . . ee; 
Priparat Nr. 21 
4-Athyl- Aneurin (Anderung des Substituenten im Thiazol.) 
Ernibrungs-| Heil- | Geheilt | Tages- | Lebens- k 
gruppe dosis nach dosis dauer sineeeiaitns ied 
A 207 ii. N. 10 ¥ 2 Tage 
(Dreiecke) 40 7 3 Std. 20 7 10 ,, 


40 ii. N. 20 wy «» 


B 807 | &N. | 807 | 13Tage| am 10.Tag Beriberi_ 
(Punkte) 80 ii. N. 80 y 7 » 

soy | w&N. | soy | 21. ,, 
80 i. N. 80 7 oe 








160 y ii. N. 160 7 a . Die Versuche muBten 
160 y | 11/, Std. 160 y Ce « zu dem jeweilig ein- 


160 y 2 Std. 160 (6) ,, geklammerten Termin 
160 ii. N. 160 y (6) ,, abgebrochen werden, 
160 y 2 Std. 160 y (38) ,, da das Priiparat aut. 
160 v ti. N. 160 y Gt « gebraucht war 

160 v ii. N. 160 (35) ,, 
160 ii. N. 160 y (30) _,, 
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Priparat Nr. 21 (Fortsetzung) 
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Erna&brungs- Heil- Geheilt Tages- Lebens- Bemerkungen 
gruppe dosis nach dosis dauer ” 
C 80 v 4 Std 80 y 13 Tage 
(Kreuze) 80 7 3 4 80 Y D1, 
1607 | uN. | 1607 |] 11 ,, 
id 160 | 2 Std. 160 y (35) ,, sins tei, 
D 20 y 4 Std. 80 7 11 Tage ]2. Krampf nach 4 Tagen 
(Kreise) 20 Y ii. N. 80 Y 19 + 2. ” ” 2 w 
20 7 ii. N. 80 7 22 9 2 ” ” 2 ”? 
) Noy 
Aneurin 2-Aethyl-Aneurin 
Tage Tage 
90}----- ? .-----4 -— — | 90 
85 + | & 
80 + . = & 
75+ % 4 4 
70+ 4 70 
65 65 
Pe See . er -4+ 60 No2 _Ne21 
2‘Propylaneurin \\ 4-Aethylaneurin 
55 F 4 55 
50 + x 50 Tage ¥ Taga 
45 + 445 45 45 
40F t e | 40 40 T 40 
ast fT 35 35 35 
HO '-4--F---- Ra $--2-4 9000 = (WO --------+-} ---- --- 30 
257 25 25 25 
204 F 20 2 20 
15 F x IS 5 15 
= 2 
10+ WO 010 70 
oF 1 3 5 
tet | t : : 
oOln, 40,  80y O\10, 40 . "lial og| 120y 16Dy\ 20» 80y 160 
by Uy oy 0%, 7” 0” 
Tagesdosis Tagesdosis | 
Fig. 1 Fig. 2 Fig. 3 ” Fig. 4 


Aus ‘diesen Versuchsreihen ergeben sich fiir die Lebensdauer nach 
dem Auftreten der Beriberikriimpfe folgende Durchschnittswerte: 
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" Zahl der ’ . Durchschnittli ] : Ds ” 
ri nara Taseadosis thnittliche Dauer 
Priiparat Pauken lagesdosis des Olericbbans 
Aneurin 14 40 y 4] Tae 
Nr. 1 11 40 ae 
Nr. 2 {) 1207 + a 
Nr. 21 8 80 7 5 ae 











Die graphische Darstellung lift die Zusammenhinge sehr viel anschau- 
licher erkennen. Auf der Abszisse ist jeweils die Menge des tiglich ver- 
abreichten Priiparates in y aufgetragen, auf der Ordinate die Lebensdauer 
nach Verabfolgung der ersten Heildosis. 


Ergebnisse 


Die von uns angewandten verschiedenen Didtformen 
bzw. die unterschiedliche Art ihrer Zufiihrung lassen weder sub- 
jektiv noch statistisch einen bestimmenden EinfluB auf den Ver- 
lauf der Versuche erkennen. Bei Reisnahrung wie bei syntheti- 
scher Kost gibt es Tiere von besonderem Wohlbefinden und 
solche, deren Munterkeit zu wiinschen iibrig liBt. Rein zahlen- 
miBig wird bald von der einen bald von der anderen Ernihrungs- 
gruppe die héchste Lebensdauer erzielt. 


Die Dauer des Uberlebens nach dem Kintritt der akuten 
Beriberi ergibt beim Aneurin ein Bild, das als MaBstab fir die 
iibrigen zu wertenden Priparate angesehen werden muB. Beacht- 
lich ist die groBe Streuung der Punkte auf der ganzen Strecke 
zwischen 3 und > 91 Tagen, mit einer Hiufung der Werte um 
den 40. Tag. Bei der Dosierung von 40 7 starben 4 von 14 Tieren 
vor Ablauf von 30 Tagen. Drei erreichten eine Lebensdauer von 
> 60 Tagen. | 

Es fallen einige Besonderheiten auf, die bei der Beurteilung 
der Wirkung zu vergleichender Substanzen nicht tibersehen werden 
sollten. In einem Falle fiihrt die soust reichliche dosis curativa 
von 10 y iiberhaupt nicht zur Heilung. Kin anderes Mal wird 
selbst nach Verabreichung von 40 y eine Heilung erst nach 
5 Stunden beobachtet, gegeniiber 11/,—3 Stunden als Norm bei 
dieser Dosierung. AuBenseiter, die bei einer Tagesdosis von 5 7 
21 Tage am Leben bleiben, diirfen nicht dariiber hinwegtiuschen, 
daB diese Vitaminmenge fiir den Durchschnitt der Tiere weitaus 
zu gering ist. Auch das Umgekehrte tritt immer wieder in Kr- 
scheinung, daB niimlich bestimmte Tiere auch bei der itbernormalen 
tiiglichen Gabe von 40 y schon nach 3 Tagen zugrunde gehen. 
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Diese weiten Streuungen erkliren sich zwanglos aus dem ver- 
schiedenen Status, den die einzelnen Tiere beim Beginn der 
Dauerversuche aufweisen. MaBgebend ist daher in erster Linic 
der errechnete Mittelwert von 41 Tagen. Durch Steigerung der 
Tagesdosis von 40 y auf 80 y wird nur noch eine unwesentliche 
Erhéhung der Lebensdauer erzielt (vgl. Diagramme Fig. 5 und 6). 

Interessant ist der Vergleich mit dem 2’-Athyl-Homologen 
(Nr. 1). Die Kurve zeigt fiir die gleiche Dosierung von 40 y im 
wesentlichen genau dasselbe Bild wie das Aneurin. Wenn auch 
ein héherer Prozentsatz der Tiere vor dem 30. Tag starb, so 
erreichte doch fast die Halfte Werte von 39 bis > 91 Tagen, wo- 
von allein drei linger als 91 Tage am Leben blieben. Der Ein- 
tritt der Heilung erfolgte durchweg zwischen 11/, und 4 Stunden, 
und der sich errechnende Endeffekt mit einer durchschnittlichen 
Lebensdauer von 44 Tagen (gegeniiber 41 beim Aneurin) bestitigt 
wiederum unsere im kurativen Taubentest bei einmaliger 
und zweimaliger Heilung getroffene Feststellung, daf 
die 2’-Athyl-Verbindung dem Vitamin B, mindestens 
gleichwertig ist. 

Kine Uberraschung bringt das 2’-Propyl-Homologe (Nr. 2). 
Der Wirkungsgrad dieses Priiparates wurde in der ersten Ab- 
handlung zu '/, des Aneurinwertes ermittelt. Die gute Durch- 
schlagskraft im kurativen Test wurde schon erwahnt. Es wire 
daher zu erwarten gewesen, da8 bei der entsprechend gewihlten 
Dosierung von 120 y dieselbe Lebensdauer erreicht werden wiirde 
wie beim Aneurin. Dies ist nun keineswegs der Fall. Mit Aus- 
nahme von einer Taube gelang es nicht, die mit der Propyl- 
Verbindung behandelten Tiere linger als maximal drei Wochen 
am Leben zu erhalten. Auch eine Erhéhung der Tagesdosis 
indert dies Ergebnis nicht. 

Ks ergibt sich also folgendes Bild: Der auBerordentlich hohe 
Wirkungsgrad im kurativen Test (1 E = 7,7 7) und das jeweils 
sehr rasche Einsetzen der Heilung lassen eine unspezifische anti- 
neuritische Wirkung von vornherein ausgeschlossen erscheinen. 
Das wird auBerdem durch das Gelingen der zweimaligen Heilung 
bestitigt. Das Vorliegen einer echten Vitaminwirkung 
wird aber vor allem durch die Tatsache sichergestellt, daB bei 
entsprechender Dosierung im Durchschnitt eine Lebensverlaingerung 
von 12 Tagen erzielt wird. Wenn auch die ,,Reichweite“ des 
Praiparates eine beschrankte ist, so kann doch an der biolo- 
gischen Substitutionswirkung nicht gezweifelt werden. 
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Das im Thiazol in Vierstellung durch Athyl substi- 
tuierte Homologe (Nr. 21) ist im Dauerversuch dem Aneurin 
wieder Abnlicher. In einem Falle wurde eine Lebensdauer von 
41 Tagen erreicht, vier weitere Tiere lebten 30—38 Tage lang, 
wihrend der bei einer Dosierung von 80 pro Tag gewonnene 
Mittelwert eine Lebensverlingerung von 21 Tagen ergab. Hs liegt 
also auch hier zweifellos eine echte Substitutionstherapie vor; die 
Reichweite* des Priparates ist halb so groB wie die des Aneurins. 
Bei der Bewertung der mit einer Tagesdosis von 160 y behan- 
‘delten Tiere muB beachtet werden, daB diese Versuchsreihe vor- 
zeitig abgebrochen werden mufte, weil unser Vorrat an diesem 
‘Produkt aufgebraucht war. Simtliche Punkte der Kurve liegen 
also in Wirklichkeit héher. — Das Wichtigste an diesen Befunden 
ist die Tatsache, daB eine relativ gute Dauerwirkung erreicht 
wird, obwohl das Priparat im kurativen Test seine Wirkung in 
der Nahe des Schwellenwertes nur sehr zégernd entfaltet. Wollte 
man aus dem oft sehr spiten Eintritt der kurativen Wirkung auf 
eine unspezifische Heilung schlieBen, was sehr nahe liegt, so wird 
diese Anschauung durch den Dauerversuch widerlegt. 

Der Versuch, mit den beiden auf 8.32 und 33 erwihnten un- 
spezifischen Verbindungen eine Dauerwirkung zu erzielen, - 
miBlang véllig. Denn von der Anzahl der eingesetzten Tiere 
wurde nur die Halfte bis ?/, geheilt, diese aber konnten trotz 
tiglicher Verabreichung hoher Dosen nicht linger als 1—7 Tage 
am Leben erhalten werden. Der beobachtete Effekt ist an jedem 
Tier nur einmalig, kann also durch nachfolgende Injektionen 
weder wiederholt noch gesteigert werden. Damit ist bewiesen, 
daB solchen Substanzen trotz der im kurativen Test festgestellten 
pseudo-antineuritischen Wirkung kein Vitamincharakter zukommt. 

Fir die Berechnung und den Vergleich der mit den einzelnen 
Priparaten erzielten durchschnittlichen Lebensdauer war die Fest- 
legung einer oberen Grenze notwendig. Bei Zufiihrung stark 
wirksamer Priparate konnten einzelne Tauben linger als 4 Mo- 
nate nach der Heilung des ersten Beriberianfalls bei bester Ge- 
sundheit am Leben erhalten werden. Im allgemeinen wurden diese 
jedoch nach 8 Monaten aus dem Versuch genommen und erscheinen 
in der Statistik mit einer Lebensdauer von > 91 Tagen. Die 
Zulassigkeit dieser Begrenzung erhellt aus folgender Uberlegung: 
Bei den Praparaten Nr. 2 und 21 werden Dauerheilungen von 
iiber 3 Monaten iiberhaupt nicht beobachtet, beim Aneurin nur in 
einem Falle. Dieses eine von 24 Tieren wird selbst bei noch 
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erheblich langerer Lebensdauer die Berechnung der Durchschnitts- 
werte nicht wesentlich iindern kénnen, zumal die Statistik eine 
starke Hiufung der Sterblichkeit um den 40. ‘l'ag herum zeigt. 
Bei der 2’-Athylverbindung iiberschritten 3 Tiere die Dreimonats- 
grenze. Hier kénnte sich also die Verlangerung der Lebensdauer 
im Sinne einer weiteren Erhéhung der Reichweite des an sich 
schon wirksamsten Homologen auswirken. Da solche Tiere aber 


mehr oder weniger als ,,Ausreifer“ zu betrachten sind, diirften 


die so bedingten Abweichungen nicht wesentlich ins Gewicht 
fallen. — Wichtiger ist dagegen, zu bedenken, da naturgemaf 
schon zwei wesentliche Fehlerquellen fiir eine statistische Aus- 
wertung unseres Materials von vornherein gegeben sind: die durch 
die Art der Versuche bedingte relativ groBe biologische Streuung, 
und die verhaltnismaBig kleine Zahl unserer Versuchstiere iiber- 
haupt. 
Schiu&betrachtung 


Der Sinn der vorliegenden Ergebnisse scheint uns am deut- 
lichsten zum Ausdruck zu kommen in den zusammenfassenden 
Diagrammen auf S. 47. | 

Hier ist die bei jedem Priparat erzielte Lebensdauer in Be- 
ziehung gesetzt zu der GréBe der verabreichten Dosis. Daraus 
ist ersichtlich, daB durch Erhéhung der Dosis nicht etwa 
eine beliebige Verlangerung der Lebensdauer erzwungen 
werden kann, sondern daB die maximale ,Reichweite“ 
eines Praiparates seinem kurativen Wirkungsegrad pro- 
portional ist. Das heift, daB eine Substanz, deren Aktivitit 
im kurativen T'aubentest zu '/, der Aneurinwirksamkeit bestimmt 
wurde, im Taubendauerversuch trotz 3facher Dosierung nur }/, 
der Lebenszeit erwarten liBt, wie unter den gleichen Bedingungen 
das Vitamin B,. Diese Erscheinung zeigt sich in iiberraschender 
Deutlichkeit bei allen drei bisher gepriiften Homologen: 























 Lebens- |- Akuter 2 
Priparat 1K = | Tagesdosis ver- Wirkungs- | Reichweite 
lingerung grad 
Vitamin B, 2,5 7 40 41 Tage 100 °/, 100 %, 
Nr. 1 2,14 40 ¥ 44 ,, 119 %, 107 %, 
3 al 5,0 80 7 ae 50 °/, 47 J, 
— 777 1207 : aa 32 %/, 29%, 


Die hier gegebene Relation ist als eine vorliiufige Faustregel 
zu betrachten, die fiir die weitere Bearbeitung fruchtbar sein kann, 
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von der wir aber noch nicht wissen, ob sie generelle Giltigkeit 

besitzt. . 
Die Berechtigung, die Reichweite der Priparate gerade auf 

Grund der angegebenen Dosierungen miteinander zu vergleichen, 


Durchschnittliche Lebensdaver bei verschiedener Dosierung 
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JaBt sich zwanglos aus dem Verlauf der Kurven in dem Diagramm 
Fig. 5 herleiten. Triigt man niimlich die durchschnittlich erzielte 
lebensverlangernde Wirkung eines Praparates als Funktion der 
jeweils verabreichten Tagesdosis auf, so ergibt sich eine Serie von 
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Kurven, die sich im wesentlichen nur durch ihren Neigungswinkel 
unterscheiden. 

Es zeigt sich nun. daB fiir Aneurin, das als Standard an- 
zusehen ist, die Dosierung von 407 nahezu optimal ist. Dasselbe 
gilt fir das 2’-Athylhomologe. (Die leichte Uberlegenheit dieses 
Praparates iber das Vitamin B,, die ich schon im akuten Ver- 
such feststellte, wird durch den Gesamtverlauf der vorliegenden 
Kurve abermals bestitigt.) Die 4-Athylverbindung Nr. 21 hat ihr 
Maximum annihernd bei 80 y, das 2’-Propylhomologe bei 120 y, 
beide also wiederum bei der auf Grund unserer Uberlegungen 
berechneten Dosis. 

Zieht man statt dessen zum Vergleich an Stelle der sub- 
optimalen Dosen die tatsichlichen Maxima heran — deren genaue 
Ermittlung aber wegen des nahezu asymptotischen Verlaufs der 
Kurven schwierig ist — so ergeben sich trotzdem die in unserer 
Regel aufgestellten Relationen: 



































Lebens- Akuter 
Préparat 1E= _ | Tagesdosis ver- Wirkungs- | Reichweite 
lingerung grad 
Vitamin B, 2,57 80 v 45 Tage 100 °/ 100 °/, 
Nr. 1 217 80 47, 119 %, 105 %/, 
a a 5,07 160 a os 50 ° 53 °/, 
- 7,77 240 y Mw « 32 5 35 °/, 


In der vorliegenden Arbeit konnten aus technischen Griinden 
zunichst nur 3 Vitamin B,-Homologe gepriift werden; denn die 
Art des Testes erfordert eine relativ hohe Anzahl Tauben, die 
wihrend des Versuches tiglich einzeln mit der Schlundsonde er- 
nahrt, subcutan gespritzt und beobachtet werden miissen. 'Trotz- 
dem vertreten gerade diese 3 Substanzen drei ganz verschiedene 
Wirkungstypen: Die erste (Nr.1) zeigt im akuten wie im Dauer- 
versuch voéllig das Bild des Aneurins; die zweite (Nr. 21) erweist 
sich trotz auBerordentlich verzégerter Heilwirkung von nach- 
haltigem EKinflu8 auf die Lebensdauer der Tiere; die dritte (Nr. 2) 
ergibt bei schlagartiger Wirkung im kurativen Versuch nur einen 
sehr maBigen Dauereffekt. 

Diese im Tierversuch aufgefundenen biologischen Zusammen- 
hinge finden eine interessante Parallele in den Arbeiten von 
Schopfer, der die Wirkung einiger unserer Vitamin B,-Homologen 
auf das Wachstum verschiedener Mikroorganismen priifte®). Dabei 
zeigte sich eine iiberraschend gute gréBenordnungsmibige Uber- 
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einstimmung zwischen den von uns ermittelten Werten antineuri- 
tischer Wirksamkeit und der Wachstumsférderung beispielsweise 
bei Phycomyces blakesleeanus bzw. Ustilago violacea. Auch 
Schopfer findet fiir das 2’-Athylaneurin eine Aktivitat, die héher 
ist als die des natiirlichen Vitamins®*. Besonders eindrucksvoll 
ist aber die Tatsache, daB der Phycomycestest nicht nur eine 
weitgehende Ubereinstimmung mit dem akuten kurativen Tauben- 
test zeigt, sondern in einem der wesentlichsten Punkte offenbar 
auch mit dem ‘l'auben-Dauerversuch zur Deckung gebracht werden 
kann: ,On constate d’autre part qu’une dose anormalement élevée 
d’un produit faiblement actif ne permet pas toujours d’atteindre 
le développement fourni par l’aneurine en dose optimale.“ Es labt 
sich also auch im LebensprozeB gewisser Mikroorganismen die 
Erscheinung beobachten, die ich als unterschiedliche ,,Reichweite“ 
der Vitaminhomologen bezeichnet habe. 


Schopfer diskutiert®) ebenfalls die noch offene Frage, ob 
die vitaminartige Wirkung homologer Aneurinverbindungen als 
Funktion dieser Stoffe selbst anzusehen sei, oder ob diese im 
Organismus fermentativ zu Aneurin umgebaut werden und als 
solches zur Wirkung kommen. Wir glauben aus unseren Befunden 
auf eine direkte Wirkung schlieBen zu diirfen. Denn erstens 
kann durch die Verwandlungstheorie die Existenz eines dem 
genuinen Vitamin iiberlegenen Wirkstoffes (Nr. 1) nicht erklart 
werden, zweitens spricht die Erkenntnis der begrenzten Reichweite 
gegen diese Auffassung. Nimmt man nimlich an, daB_ beispiels- 
weise das 2’-Propylhomologe (Nr. 2) vom Organismus nur schwer 
oder in geringer Ausbeute in Aneurin umgewandelt werden koénne, 
so miiBte doch durch Verabreichung hoher Dosen dieses Stoffes 
schlieBlich dieselbe Reichweite erzielt werden kénnen wie beim 
Vitamin B,. DaB dies nicht méglich ist, wird durch das Diagramm 
Fig. 5 bewiesen. 


Zusammenfassung 


Neuere Beobachtungen gaben Veranlassung, die Frage nach 
der Vitaminnatur der im kurativen Taubentest wirksamen Aneurin- 
homologen weiter aufzurollen: 


Verschiedene hochwirksame Priiparate zeigen untereinander 
groBe Unterschiede im Hinblick auf Heilungsverlauf und ,,Durch- 
schlagskraft“. Gewisse, dem Aneurin strukturell fernstehende 
Verbindungen ergeben in hoher Dosierung bei einzelnen Tauben 
vortibergehend eine echte Heilung der akuten Beriberi-Symptome. 
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Diese Erscheinungen zwingen zu einer genaueren Abgrenzung 
zwischen wahrer Substitutionswirkung eines Stoffes und blofer 
Mobilisierung von Reserve-Vitamin im Organismus. 

Zur Klirung dieser Zusammenhinge wurden 3 verschiedene 
Wirkungstypen von B,-Homologen nach folgenden Gesichtspunkten 
untersucht: 

1. Priifung der Fahigkeit, das mehrmalige Auftreten der 
Beriberi am selben Tier zu wiederholten Malen zu heilen. 

2. Priifung der Fahigkeit, das fehlende Aneurin nach dem 
ersten Auftreten der Beriberi im Dauerversuch zu ersetzen. 

Dazu wurden folgende Substanzen herangezogen: Die in 
2’-Stellung des Pyrimidinkerns durch Athyl bzw. Propyl sub- 
stituierten Homologen (Nr. 1 und 2), sowie die in 4-Stellung des 
Thiazolringes durch Athyl substituierte Verbindung. 

Mit allen drei Praparaten gelingt es, den experimentell 2 mal 
hintereinander am selben Tier erzeugten Beriberikrampf durch 
Verabreichung der entsprechenden Dosis zu heilen. 

Die drei gepriiften Homologen zeigen echten Vitamincharakter; 
die beobachteten Heilungen werden nicht durch Mobilisierung 
von Reservevitamin aus den Geweben hervorgerufen. Fiihrt man 
Tauben, die fortlaufend mit Reiskost oder einer B,-freien synthe- 
tischen Didt ernaihrt wurden, nach dem Auftreten der Beriberi 
taglich eine bestimmte Menge der obigen Priiparate zu, so wird 
nahezu die optimale Wirkung erreicht bei einer Dosis, die dem 
Wirkungsgrad des Praparates im Verhiltnis zum Aneurin ent- 


spricht. Und zwar betragt die durchschnittliche Verlingerung 
der Lebensdauer nach Verabreichung von tiglich 


40y Vitamin B,.... . (lE=2,5y, Wirkungsgrad = 1) 41 Tage 

40 y des Homologen Nr.1 (1E = 2,1y, “ 1:0,84) 44 ,, 

807 ‘9 »21 (LE =5,0y, ‘» 1:2) 21, 
1207 ” ” ” 2 (1 E= 7,2 Y; ” 1: 3,1) 12 ” 


Die lebenserhaltende Wirkung im Dauerversuch (,,Reichweite“) 
ist also dem im akuten Versuch ermittelten Wirkungsgrad pro- 
portional; sie ist unabhingig von der Schnelligkeit des Wirkungs- 
eintritts nach Zufiihrung der dosis curativa. Die generelle Giltigkeit 
dieser Regel bedarf noch der Bestitigung an anderen Praparaten. 

Der Versuch, mit zwei unspezifischen Substanzen, die im 
kurativen Test eine pseudo-antineuritische Wirkung zeigen, die 
2malige Heilung durchzufiihren oder eine Dauerwirkung zu er- 
zielen, verlief negativ. Damit ist bewiesen, daB solchen Ver- 
bindungen keine Vitamineigenschaften zukommen. 


i 
1 SP BIR SE IES ‘aie 


ae 2 PSR BRR 








Sk 2a PRE aie 


PoP 


Antineuritische Wirksamkeit v. Vitamin B,-Homologen u. -Analogen. II 51 


Unsere Befunde sprechen fiir eine direkte Wirkung der ge- 
priften Aneurinhomologen im Organismus, ohne vorherige Um- 
wandlung in das natiirliche Vitamin. 

Zugleich mit dem tieferen Kinblick in die biologischen 
Zusammenhiange bringen diese Befunde eine Bestitigung und 
Prizisierung der in der ersten Abhandlung getroffenen 
Feststellung, ,daB die Vitamin B,-Wirkung nicht auf 
einen einzigen Stoff beschrankt ist“, sondern in weitgehen- 
dem Mafe einer Anzahl homologer Verbindungen zugesprochen 
werden muB. 
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Zur Kenntnis der Gallensiuren | 
67. Mitteilung 


Von 


Martin Schenck 





(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterinér-physiologischen Instituts 
der Universitat Leipzig) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. Oktober 1941) 


Uber eine Oxydoreduktion nach Art der Cannizzaro-Reaktion 


Die Nitrososiuren C,,H,,N,O, (I) und die beiden Isomeren 
C,,H,,NO, (11 und If) entstehen durch Oxydation aus verschiedenen 
Ausgangssubstanzen. In allen Fallen handelt es sich dabei — 
u. U. unter gleichzeitigen Verinderungen an anderen Gruppen — 
um eine Dehydrierung der 7-Ketoximgruppe unter Mitbeteiligung 
des benachbarten tertiir gebundenen Wasserstoffatoms nach dem 
Schema: —Ci(: NOH)—CH< - —QNO)=C<. Durch Reduk- 
tion (Aufnahme von 2 Wasserstoffatomen) werden die Nitroso- 
siuren in die Ketoximsiuren, durch Oxydation (Aufnahme von 
1 Sauerstoffatom) in die Nitrosiuren umgewandelt: 


—C(:NOH)—CH< <— —C(NO)=C< —> —C(NO,)=C<. 


Die den Nitrososiuren entsprechenden Nitrosiuren sollen im folgen- 
den mit I,a; Il,a; III,a bezeichnet werden, sie sind ebenso wie die 
Ketoximsiuren farblos, wihrend die Nitrososiuren blaue Farbe 
zeigen. Durch Reduktion werden die Nitrosiuren in die Ketoxim- 
siuren tibergefiihrt, die Zwischenstufe der Nitrososiuren wird 
dabei anscheinend nicht durchlaufen. Die Struktursymbole I—III 
erkliren gut die vorstehend genannten Reaktionen, eine andere 
Reaktion der 3 Nitrosoverbindungen war aber bisher noch ungeklirt. 
Die Nitrososiuren I-III lésen sich nimlich in konzentrierter 
Schwefelsiure von Raumtemperatur mit blauer Farbe auf, die blaue 
Farbe verschwindet aber beim Stehen der Lésungen und macht 
einer Gelbbraunfairbung Platz, und in den Fallungen, die man beim 
Zusammenbringen der schwefelsauren Lésungen mit zerkleinertem 
Kis (u. U. unter Abstumpfen der sauren Reaktion durch Natronlauge) 
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erhilt, lassen sich die entsprechenden Ketoximsiuren nachweisen 
(Abspaltung von Hydroxylamin durch Kochen mit Salzsiure, Bildung 
der Nitrososiuren durch 65°/,ige Salpetersiure). Die Reindar- 
stellung der Ketoximsiure bei der Schwefelsiurereaktion ist bisher 
nur im Falle des Nitrosokérpers I gegliickt, man erhielt sie. hier 
in einer Mindestausbeute von 22,5°/, des eingesetzten Nitroso- 
kérpers?). AuBer der Ketoximsiure lieB sich bei diesen Versuchen 
ein anderer Stoff in krystallisierter Form nicht isolieren. Auch 
bei den Versuchen mit den Nitrososiuren II’) und III) lieBen 
sich auBer den (unreinen) Ketoximsiuren andere definierte Stoffe 
nicht nachweisen. Bei allen 3 Nitrosokérpern waren zwar bei der 
Aufarbeitung der Versuche Anzeichen dafiir vorhanden, daB neben 
den Ketoximsiuren auch die entsprechenden Ketonsiuren zugegen 
waren, aber diese hitten auch sekundiir durch Hydrolyse aus 
den Oximsiuren entstanden sein kénnen. Da man die Schwefel- 
siure nicht gut als Reduktionsmittel ansehen kann, hatte man 
daran gedacht, da8 es sich bei den Versuchen um eine Oxydo- 
reduktion nach Art der Cannizzaroschen Reaktion handeln 
kénnte, aber es lagen keine Anhaltspunkte fiir eine derartige An- 
nahme vor, denn es war das Gegenstiick der Disproportionierung, 
das Dehydrierungsprodukt, nicht aufzufinden. 

Aus diesem Grunde war voriibergehend die Annahme gemacht worden, 
da8 den Nitrosokérpern I—III um je 2 Wasserstoffatome reichere Formeln 
zukommen kénnten, daf in ihnen also sekundiire Nitrosogruppen vorhanden 
wiiren, die unter dem Einflu8 der Schwefelsiiure eine Isomerisation: 
—CH(NO)— ->» —C(:NOH)— erfiihren. Sekundiire Nitrosoverbindungen . 
sind bekanntlich im allgemeinen unbestindig, die Nitrososiuren I—III hitten 
sich dann den verhiltnismiBig wenigen bisher bekannten bestiindigen Nitroso- 
kérpern dieser Art‘) angereiht. Gegen diese Annahme sprach aber das ganze 
sonstige Verhalten der Nitrososiuren I—III, und wenn es tiberhaupt noch 
eines Beweises bedurft hitte, daB die Nitrosokérper im Sinne der unten- 
stehenden Formeln ungesiittigt sind, so ist dieser in der letzten Zeit dadurch 
erbracht worden, daB sie aus den Ketoximsiuren, aus denen sie friiher mit 
Hilfe von Salpetersiiure hergestellt worden waren, auch mittels anderer saurer 
Oxy dationsmittel (Chromsiure-Essigsiure, Kaliumpermanganat-Schwefelsiure) 
bereitet worden sind. 

Zeitlich nach den Schwefelsiure-Versuchen mit den Nitroso- 
verbindungen I—III sind die entsprechenden Nitrokérper priparativ 





1) M. Schenck u. H. Kirchhof, Diese Z. 189, 91 (1930). 

2) M. Schenck u. H. Kirchhof, a.a. O. 8. 92. 

3) Diese Z. 203, 82 (1931). 

4) J. Schmidt, Houben-Weyl, Die Methoden d. organ. Chem. 
2. Aufl., IV, 38 (1924). 
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gewonnen- worden, zuerst die Nitrosiure II,a'). Sie wurde auch 
in ihrem Verhalten gegeniiber Schwefelsiure gepriift, dabei ergab 
sich, daB die entsprechende Ketoximsiaure nicht entsteht, ein 
Reaktionsprodukt in reiner Form lie8 sich aber nicht fassen. In 
jiingster Zeit sind nun auch die beiden Nitrosiuren I, a*) und ITI, a’) 
bereitet worden; sie wurden jetzt ebenfalls mit Schwefelsiure 
gepriift. Gleichzeitig wurden die Schwefelsiure-Versuche mit dem 
Nitrokérper IJ,a wiederholt. In allen 3 Fallen lieB sich fest- 
stellen, daB die Nitrosiure unter den gleichen Bedingungen wie 
die Nitrososiure verindert wird und daB bei dieser Verinderung 
nicht wie bei der Nitrososiure die Ketoximsiiure entsteht. Im 
iibrigen scheint die Reaktion kompliziert zu verlaufen, so daB 
mehrere Produkte sich bilden. Eines dieser Produkte (vermutlich 
das Hauptprodukt) liefert nun mit Eisen JII-chlorid eine 
charakteristische Farbreaktion. Diese besteht darin, daB die 
alkoholische Liésung der Reaktionsprodukte bei den Nitrosiuren I,a 
und II,a mit einem Tropfen Eisen I[I-chloridlésung eine braun- 
griine, auf Zusatz von einem Tropfen verdiinnter Schwefelsdure 
dunkelgriine Farbung gibt, wihrend die Farbe bei dem Reaktions- 
produkt aus der Nitrosaéure III,a mit Eisenchlorid allein braun- 
violett ist und auf Zusatz von Schwefelsiure rein violett wird. 
Die Farbreaktion erinnert an die Eisenreaktion der Hydroxam- 
siuren und der ,,f-Saure“ C,,H,,N,0,,(V), die durch Umlagerung 
mit heifer Schwefelsiure aus der ,,«-Saure“ C,,H,,N,O,, (IV) ent- 
steht und in Ring B die anhydridartige Vereinigung einer Hydroxam- 
siuregruppe mit einer Carboxylgruppe aufweist*). Die Entstehung 
der #-Saéure aus der «-Siure ist in Parallele gesetzt worden mit 
der Bildung des Camphoryloxims aus 3-Nitro-d-campher und stellt 
eine Art Beckmannscher Umlagerung dar. Es ist nicht un- 
wahrscheinlich, daB sich eine ahnliche Umlagerung auch bei den 
3 Nitrosiiuren unter dem EinfluB der Schwefelsiure vollzieht. Das 
Struktursymbol VI soll veranschaulichen, wie man sich eine solche 
Umwandlung bei der Nitrosiure III,a vorstellen kann; dabei ist 
angenommen worden, da die umgelagerte Siure mit der Aus- 
gangssiure isomer ist, sie kénnte aber auch Wasser angelagert 
haben. Eine Reindarstellung der die Kisenreaktion gebenden 





1) Diese Z. 222, 131 (1933). 

*) Diese Z. 267, 7 (1940). 

5) M. Schenck u. J. Reschke, Diese Z. 270, 106 (1941). 
*) Diese Z. 248, 174 (1937). 
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Stoffe ist bisher in keinem Falle gelungen, sie sind deshalb auch 
noch nicht naher untersucht worden, die Versuche, sie in reinem 
Zustand zu erhalten, werden fortgesetzt. Fiir den Zweck der vor- 
liegenden Mitteilung ist nun von Bedeutung, daB auch die Reaktions= 
produkte aus den Nitrososiuren, wie eine Nachpriifung ergeben 
hat, die die Farbreaktion mit EisenIII-chlorid liefernden 
Stoffe enthalten, und zwar sind die Farbennuancen hier die gleichen 
wie bei den Versuchen mit den entsprechenden Nitrosiuren. Nach 
diesen Beobachtungen kann es kaum noch einem Zweifel unter- 
liegen, daB die Reaktion der Nitrososiuren mit der Schwefelsiure 
in der Tat in einer Oxydoreduktion besteht: ein Teil der Nitroso- 
verbindung wird zur Ketoximsiure reduziert, die in der schwefel- 
sauren Lésung bestindig ist, ein anderer Teil wird zur Nitro- 
siure oxydiert, die entweder sofort oder nach kurzer Lebensdauer 
durch die Schwefelséiure in noch nicht viéllig geklirter Weise 
umgewandelt wird. Die Reaktion der Nitrososiuren stellt sich 
somit an die Seite der Cannizzaroschen Reaktion, wie deun 
iiberhaupt die Nitrosogruppe in ihrem Verhalten vielfach Ahnlichkeit 
mit der Aldehydgruppe zeigt). Beziiglich des Mechanismus der 
Oxydoreduktion der Nitrososiuren kann man sich verschiedene 
Vorstellungen machen, am wahrscheinlichsten ist es m. EK., daB 
auch in dieser Hinsicht eine Analogie mit der Cannizzaro- 
Reaktion besteht. Bei dieser wird bekanntlich als Zwischen- 
produkt Benzoesaurebenzylester angenommen, der aus 2 Mole- 
kiilen Benzaldehyd durch Kondensation entsteht und durch die 
Lauge verseift wird. Auch bei der Reaktion der Nitrososiuren 
mit Schwefelsiture kann man daran denken, daB sich zunichst 
2 Molekiile der Nitrosoverbindung zu einem dimeren Produkt: 
R—N=N—R oder R—N—O kondensieren?), das dann durch 


I 6 A | 
O —N—R 
Wasser in das Ketoxim und den Nitrokérper gespalten wird. 


Kine Analogie bzw. Reziprozitit besteht auch zwischen der Reaktion 
der Nitrososiuren und der Cannizzaro-Reaktion insofern, als 
bei der letzteren unter dem Einflu8 der Lauge eine saure Gruppe sich 
bildet, wihrend bei der ersten unter dem Einflu8 der Schwefelsdiure 
die basische Oximgruppe entsteht. Der basische Charakter der Oxim- 
gruppe ist wohl nicht sehr stark, aber doch deutlich vorhanden, so sind 





1) H. Wieland, L. Gattermann, Die Praxis des organ. Chemikers, 
19. Aufl., S. 162 (1925). 
*) H. Wieland, a. a. 0O., 8S. 161. 
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wir im Laufe unserer Untersuchungen tiber Gallenséuren wiederholt 
schwerléslichen Hydrochloriden von Oximen begegnet’). 


Im AnschluB an das Vorstehende sei noch einiges zu den 


van Slyke-Versuchen, die wir friiher ausyefiihrt haben, bemerkt. 
Gemeinsam mit J. Reschke sind u.a. die Nitrososiuren I—III, 
die entsprechenden Ketoximsiuren bzw. Isobiliansiure-dioxim und 
die Nitrosiuren I,a; I],a und IIJ,a in der van Slykeschen 
Apparatur zur Bestimmung von Aminostickstoff gepriift worden ?). 
Die Nitrososaiuren lieferten dabei ebenso wie die Ketoximsiuren 
reichliche, der GréBenordnung nach etwa gleiche Stickstoffmengen, 
die Nitrosiuren dagegen gaben praktisch gar keinen Stickstoff. 
Um die Stickstoffbildung zu erkliren, ist angenommen worden, 
daB die Nitrososduren und die Ketoximsiuren durch die salpetrige 
Saéure zu ungesittigten Aminosiuren (—C(NH,)—C<) reduziert 
wirden, die dann sofort mit einem weiteren Anteil salpetriger 
Saéure in der iiblichen Weise unter N,-EKntwicklung reagieren 
sollten, dabei mii8ten primir Enole entstehen. Tatsichlich schieden 
sich beim Versuch mit dem Nitrokérper IIJ,a und bei dem mit 
Isobiliansiiure-dioxim aus der nach Beendigung der Stickstoff- 
entwicklung mit Wasser verdiinnten Reaktionsfliissigkeit beim 
Stehen farblose schéne Kristalle aus, in denen allem Anschein 
nach der Salpetersiureester des Knols (—C(O0-NO,)=C<) vorlag. 
Die Entstehung dieses Enolnitrats ist so erklart worden, daB das 
zundchst gebildete Enol durch die im ReaktionsgefaiB vorhandene 
Salpetersiure verestert werden sollte. 

Plausibler sowohl hinsichtlich Stickstoffentwicklung, als auch 
hinsichtlich Bildung des Enolnitrats scheint mir jetzt eine andere 
Erklarung zu sein. Nitrosobenzol addiert bekanntlich in chloro- 
1ormischer Liésung 2 Molekiile Stickoxyd zu Phenyldiazonium- 
nitrat (E. Bamberger); dabei ist primar ein Zwischenprodukt anzu- 
nehmen, das durch eine Art intramolekularer Oxydoreduktion in das 
Diazoniumsalz iibergeht: a i lad —NO -> C,H,—N—O—NO,. 


NO N 
Der gleiche Vorgang kénnte sich auch an den Nitrososiuren I—III 
im Reaktionsgefa8 des vanSlykeschen Apparates abspielen, nur 
mit dem Unterschied, daB das Diazoniumsalz unbestiindig ist 
und sofort unter Stickstoffentwicklung in das Enolnitrat iiber- 
geht, das sich im Falle der Nitrososaure III,a zufolge seiner Schwer- 





) Diese Z. 175, 139, 140, 142 (1928); 177, 289 (1928); 208, 80, 81 (1931). 
*) Diese Z. 248, 181 (1937); 268, 267 (1941); 270, 111 (1941). 





eereraia uaa oo WLU : mS 























» Zur Kenntnis der Gallensiuren 57 


loslichkeit ausscheidet. — Phenylhydroxylamin laBt sich bekanntlich 
durch naszierende salpetrige Siure in Phenylnitrosohydroxylamin, 
C,H, - N(OH)- NO iiberfiihren (A. Wohl, E. Bamberger). A.N.Ness- 
mejanow und §.T.Joffe') haben nun jiingst gezeigt, daB 
Phenylnitrosohydroxylamin mit Nitrosylchlorid unter Abspaltung 
von HCl Phenyldiazoniumnitrat liefert. So kénnten auch die 
7-Ketoximsaiuren im vanSlykeschen Versuch in der Pseudoform 
(>C=C(NHOH)—) zunachst mit einem Molekiil naszierender 


salpetriger Siure Nitrosoderivate (>C— a liefern, die 


' NO 

dann durch ein zweites Molekiil salpetriger Sdure unter Wasser-\ 
abspaltung tiber das Zwischenprodukt (>~C—C—N—O—NO) in 
' NO 
das leicht zersetzliche Diazoniumsalz iibergefiihrt wirden. Auf 
diese Weise lieBe sich die Bildung der 7-Enolnitratgruppe beim 
Isobiliansiure-dioxim leicht erkliren; die 12-Ketoximgruppe des 
Dioxims wird im van Slykeschen Versuch in die Ketogruppe 
umgewandelt, in der Hauptsache geschieht dies ohne Stickstoff- 
entwicklung wohl oxydativ, in geringerem Umfang findet aber 
auch an dieser Ketoximgruppe eine Stickstoffentbindung statt, 
fir die auch der eben skizzierte Mechanismus angenommen 
werden kann, mit dem Unterschied, daB die entstandene Enol- 
nitratgruppe unbestindig ist und leicht verseift wird, worauf 
Umlagerung der Enolform in die Ketoform erfolgt. — Die Nitro- 
siuren I,a; II,a und III,a reagieren offenbar deshalb nicht im 
van Slykeschen Versuch, weil sie Stickoxyd nicht addieren 
kénnen, wie denn auch Angaben iiber ein Additionsvermégen 
des Nitrobenzols fiir Stickoxyd im Schrifttum nicht vorzuliegen 
scheinen. 


NH——CO CO 
| | , i 
CH, OC CH, OC 
| | | c4.,- COOH | | 
CH, CH, CH C CH, CH, CH 
I GI ——- Posi II GN - 
| 
a CH slo COOH ca b. NO 
ie aad 
OOH CH, OOH GH, 
Nitrososiure, C,,H,,N.0, Nitrososiure, C,,H,;,NO, 





1) J. allg. Chem. (russisch) 11, (73) 392 (1941), zit. nach Chem. Z, 1941, 
II, 2077. 
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6-Siure, C,,H,,N.04o Uxugelagerte Nitrosiiure III, a, 
C,,H33NOo (?) 


Beschreibung der Versuche 


Die Schwefelsiiureversuche mit den Nitrokérpern I, a; II, a und III, a 
sind in ihren bisherigen Ergebnissen bereits im Vorstehenden kurz skizziert 
worden. Es ist dort auch schon gesagt worden, da die Reindarstellung 
der die Eisenreaktion liefernden Substanzen noch nicht gegliickt ist; dem 
sei noch hinzugefiigt, daB die Reinigung des eisenpositiven Stoffes bisher 
verhiltnismiBig am besten bei dem Reaktionsprodukt aus der Nitrosiiure III, a 
gelungen ist. Man erhielt hier fast farblose Krystalle, die aber nach Zer- 
setzungspunkt, mikroskopischem Bild und Stickstoffbestimmung noch nicht 
einheitlich waren. Die Einzelheiten der Versuche sollen deshalb spiter 
mitgeteilt werden. Hier soll nur tiber die Herstellung des Nitrokérpers I, a, 
die nach abgeinderter Methode erfolgte, und iiber die Bereitung der Nitro- 
siiure II,a nach neuem Verfahren berichtet werden. 


1. Herstellung der Nitrosaure I,a. Die Nitroverbindung I, a ist 
friiher') aus der entsprechenden Ketoximsiiure (Biliansiiure-oximlactam) 
sowohl, als auch aus der Nitrososiiure I in der Weise bereitet worden, daB 
man die Ausgangssubstanzen in 50°/,iger Schwefelsiiure von Raumtempe- 
ratur léste und die blauen Liésungen mit iiberschiissigem, feingepulvertem 
Kaliumpermanganat 10 Minuten lang behandelte. Dann wurde der Uber- 
schuB an Permanganat bzw. das gebildete Mangansuperoxydhydrat durch 
Zusatz von Natriumbisulfit in Substanz beseitigt und die entstandene farb- 
lose klare Lésung mit Wasser verdiinnt. Die hierdurch erzeugte gallertige 





1) Diese Z. 267, 11 (1940). 
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Fillung saugte man nach mehrstiindigem Stehen ab, wusch sie mit Wasser 
aus und krystallisierte sie aus 30°/,iger Essigsiure um. — Will man zur 
Darstellung der NitrosiéureI,a vom Nitrosokérper I ausgehen, so ist es 
zweckmaBiger, wegen der Léslichkeitsverhiltnisse statt der 50°/,igen 
Schwefelsiure Eisessig als Lésungsmittel zu verwenden, auch kann man 
die hei8e Lésung oxydieren, da der Nitrosokérper von heiBer Essigsiure 
nicht angegriffen wird und man bei der kurzen Dauer der Einwirkung des 
Permanganats nicht zu befiirchten braucht, da8 die Oxydation weiter als 
erwiinscht geht. Demgemi&B léste man 0,5 ¢ der NitrososiureI hei8 in 
15 cem Eisessig und behandelte die noch warme Lésung wie oben mit 
Permanganat 6 Minuten lang. Dann Zusatz von Natriumbisulfit und 3 ecm 
Wasser; eine farblose flockige Ausscheidung, die zunichst vorhanden war, 
ging auf weiteren Zusatz von Wasser (330 ccm) in Lésung, worauf eine 
gallertige Fallung sich zeigte, die beim Reiben mit dem Glasstab krystal- 
liniseh wurde und sich gut absetzte. Sie wurde nach lingerem Stehen 
scharf abgesaugt und aus 30°/,iger Essigsiure umkrystallisiert. Die Kry- 
stallisation unterschied sich in nichts von dem nach der friiheren Methode 
erhaltenen Material. Ausbeute (nach dem Umkrystallisieren): 0,19 g. 


0,1120 g Subst. (bei 110° getr.): 5,3 eem N (19,5°, 767,0 mm). 
C,,H,,N,0, Ber. N 5,67 Gef. N 5,57. 


2. Herstellung der Nitrosdure II,a. Die Nitrosiure II, a ist friiher 
nur mit Hilfe von Salpetersiiure bereitet worden, und zwar aus Biliansiure- 
dioxim und aus der Nitrosoverbindung II’). Sie wurde jetzt erstmalig mit 
einem anderen Oxydationsmittel hergestellt; das Verfahren und die Ver- 
suchsbedingungen waren die gleichen wie unter Versuch 1 beschrieben, nur 
wurde wegen der Schwerléslichkeit des Nitrosokérpers die siedend heiBe 
Lésung, unmittelbar nachdem man sie vom Drahtnetz heruntergenommen ' 
hatte, oxydiert. Auch schied sich hier das Reaktionsprodukt in gallertiger 
Form bereits in der Eisessiglésung aus; die Dauer der Oxydation betrug 
6 Minuten. Da die gallertigen Massen Mangansuperoxydhydrat-Teilchen 
einschlieBen, mu8 man sie mit dem Glasstab zerdriicken, um dadurch die 
Teilechen der Einwirkung des Bisulfits zuginglich zu machen. Nach Ein- 
gieBen in Wasser (wie oben 330 ccm) setzte sich beim Stehen die farblose 
gallertige Masse ab, sie schlo8 nur noch wenige braune Partikel ein, die 
beim Behandeln mit dem Glasstab allmihlich verschwanden. Der gallertige 
Bodensatz blieb auch beim Reiben mit dem Glasstab und beim lingeren 
Stehen amorph oder wurde nur zum kleinen Teil krystallinisch. Um den 
Stoff in krystallisierte Form zu bringen®), léste man ihn hei in 40°/jiger 
Essigsiiure und gab die gleiche Raummenge Wasser hinzu, wodurch er 
zunichst gallertig wieder ausgeschieden wurde. Durch Erhitzen der aus- 
geschiedenen Masse auf dem Drahtnetz wurde sie nach einiger Zeit voll- 
stiindig krystallinisch. Nach dem Erkalten Absaugen und Auswaschen mit 
20°/,iger Essigsiure. Der Stoff zeigte dieselben Eigenschaften wie die 
friiher mit Hilfe von Salpetersiiure hergestellte Nitrosiiure II, a. Ausbeute 
(nach dem Umkrystallisieren): mindestens 0,18 g aus 0,5 g Nitrososiure IT. 


0,1706 g Subst. (bei 110° getr.): 4,1 cem N (19,5°, 759,8 mm). 
C,,H,,NO, Ber. N 2,92  Gef. N 2,80. 


1) Diese Z. 222, 131 (1933). 2) Diese Z. 264, 271 (1940). 
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3. Herstellung der Nitrosdure III,a. Die Bereitung der Nitro- 
siure III,a geschah in der friiher beschriebenen Weise’) mit dem einzigen 
Unterschied, daB man auch hier, wie in den Versuchen1 und 2, die 
heiBe essigsaure Liésung oxydierte, nm eine Ausscheidung der auch nicht 
ganz leicht léslichen Nitrosoverbindung III beim Abkiihlen der Fliissigkeit 
auf Zimmertemperatur auf alle Fille zu vermeiden. 


In der letzten Mitteilung*) ist‘das Verhalten der Nitrosiure IIJ,a im 
van Slykeschen Versuch beschrieben worden, sie gab praktisch so gut 
wie gar keinen Stickstoff (5°/,; 1 Mol N, pro Mol Subst. = 100°/,), denn die 
abgelesene Gasmenge betrug (nach Abzug des blinden Wertes) nur 0,35 cem. 
Hier sei noch nachgetragen, daB die nach Beendigung des Versuchs mit 
Wasser verdiinnte Reaktionsfliissigkeit beim Stehen eine farblose Krystalli- 
sation ausschied, die nach Form der Krystalle und Zersetzungspunkt im 
wesentlichen aus unverinderter Nitrosiiure bestand. Die Menge der Krystalli- 
sation betrug 80 mg, in den Versuch eingesetzt wurden 0,1278 g, die in 
Lésung gebliebene Menge diirfte auch kaum angegriffen worden sein. 





1) Diese Z. 270, 110 (1941). 
*) M. Schenck u. J. Reschke, Diese Z. 270, 111 (1941). 
































Uber die Oxydation des Cholestenons und Progesterons 
mit Perschwefelsiure 


von 


Andrés Salamon 





(Aus dem Forschungslaboratorium der Firma Chinoin Fabrik chem.-pharm. Produkte A.-G. 
in Ujpest, Ungarn 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Oktober 1941) 





Der oxydative Abbau des ungesittigten Sterinmolekiils mit 
freier Doppelbindung wurde von Dirscherl?) untersucht. Das 
Sterin wurde hier mit CrO, in Hisessig oxydiert. Nach geeig- 
neter Aufarbeitung wurden aus den neutralen Anteilen der Re- 
aktion, welche noch betrichtliche Mengen an Ausgangsmaterial 
(Cholestenon) enthielten, Androstendion und Progesteron isoliert, 
die durch Abbau der Seitenkette gebildet waren. 

Die groBe Widerstandsfaihigkeit der Doppelbindung der 
a/B-ungesittigten Steroidketone gegen CrO, fiihrte zu der Ver- 
mutung, daB auch mit Perschwefelsiure in Eisessig Oxydations- 
produkte mit unverindertem Steringeriist gebildet wiirden. Auch 
Russel und Marker?) arbeiteten mit dieser Siure; allo-Preg- 
nanon-(20) und. andere Sterine (ohne Doppelbindungen) wurden 
oxydiert. 

Das Ergebnis, iiber welches ich zu berichten habe, betrifft 
aber Oxydationsprodukte, die in guter Ausbeute durch Sprengung 
des ,A“-Ringes des Sterinmolekiils erhalten worden sind. 

Cholestenon (IV) oder Progesteron (VI) wurde in Eisessig 
bei Raumtemperatur mit einer K,S,0,—H,SO,-Mischung wahrend 
mehrerer Tage stehen gelassen. Nach geeigneter Aufarbeitung 
wurden aus den neutralen Anteilen der Cholestenon-Oxydation 
Nadeln vom Schmelzp. 111° und («)?? = +90° erhalten. Substanz V: 


2 
D 


Sie wurde zum Nachweis der Olefin- und Carbonylverbindungen 


mit Wasserstoff geschiittelt. Es zeigte sich aber keine Wasser- 


stoffaufnahme, auch mit Semicarbazidacetat in Alkohol. wurde 





1) Diese Z. 252, 49 (1938). 
*) J. Amer. Chem. Soc. 52, 2543. 
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keine Fallung erhalten. Substanz V ist in Soda unldslich, da- 
gegen in waSrigem Kaliumhydroxyd nach Erwirmen lislich. Aus 
dieser Lésung schieden nach Ansduern Krystalle aus, die um- 
krystallisiert aus Alkohol, mit der aus der Oxydation gewonnenen 
Substanz V keine Schmelzpunktdepression zeigten. — Auch aus 
der Progesteronoxydation wurde eine neutrale Substanz (VII) mit 
Schmelzp. 154° isoliert, die ebenfalls in Soda unléslich, in wiB- — 
rigem Kaliumhydroxyd léslich war und aus der Lésung mit ver- 
diinnter Salzsiure gefallt keine Schmelzpunktdepression mit Sub- 
stanz VII zeigte. Dieses Verhalten fiihrt zu dem SchluB, daB in 
beiden Oxydationsprodukten Lactone vorliegen. 

Die Verseifungszahl und Molekulargewichtsbestimmung mit 
Rast-Verfahren ergab die MolekulargréBe 383—390 fiir die aus 
Cholestenon und ungefahr 310 fiir die aus Progesteron gewonnene 
Substanz. Die Elementaranalyse zeigte bei beiden Produkten 
den Verlust eines Kohlenstoffatoms und Gewinn eines Sauerstoff- 
atoms. Als Unterschied gibt aber die Substanz aus Progesteron 
ein Monosemicarbazon vom Zersetzungspunkt 262—264° wobei 
das Carbonyl-(20) in der Seitenkette reagierte. 


Formel Mol.-Gew. 


Cholestenon IV... C,,H,,O 384,35 Semicarbazon 
Subst. Schmelzp.111° V  C,,,H4,0, 383—390 — 
Progesteron VI. . . . (©,,H;,0, 314—324 Disemicarbazon 
Subst. Schmelzp. 154 VII C,,H;,0, 310 Semicarbazon 


Man darf annehmen, daB Perschwefelsiiure nur den ,,A“-Ring 
des Sterinmolekiils angreift, Seitenkette und die ibrigen Teile | 
bleiben intakt. Kohlenstoff (4) und die Doppelbindung sind aus 
dem ,A“-Ring verschwunden. Die Oxogruppe (3) wurde zum 
Carboxyl oxydiert und zu C (5) wurde ein neuer Sauerstoff ge- 





_bunden. Die gebildete 6-Oxy-carbonsiure (II) verliert Wasser 


und bildet einen Lactonring (III). 
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Uber die Oxydation des Cholestenons und Progesterons usw. 


co—CH, CO—CH, 
| O | | 
ay ee | ee 
in alin ot 0 pests 
VI (Progesteron) : Vil 


Die Verbindung (V) kann daher als 5-Oxy-nor-(4)-4| |5-copro- 
stansiure-3-lacton, VII als 5-Oxy-nor-(4)-4| |5-pregnanon-(20)-car- 
bonsdure-3-lacton bezeichnet werden. 


Beschreibung der Versuche 
Oxydation von Cholestenon. 15 g K,S,0, und 16,5 g 96°%,ige 


5 

Schwefelsiiure wurden in einer Reibschale innig vermischt, mit 300 eem 
Kisessig verdiinnt und eine Lésung von 5 g Cholestenon in 200 ccm Eisessig 
bei Zimmertemperatur hinzugefiigt. Nach 7tigigem Stehenlassen und éfterem 
Umriihren wurden mit 36 g 50°/,igem KOH unter Eiskiihlung die Mineral- 
siuren neutralisiert. Nach dem Abfiltrieren der anorganischen Salze und 
dem Konzentrieren der Essigsiurelisung bei 60° im Wasserstrahlvakuum 
wurde der Riickstand in 100 cem Ather und 100 cem Wasser gelist. Die 
Atherlésung wurde abgetrennt und mit 100, 30, 20 cem Sodalésung ge- 
waschen. Nach Ansiuern fiel aus der Sodalésung 1,2 g Substanz aus, die 
nach Umlésen in Ather 0,2 g einer nicht niher untersuchten Verbindung vom 
Schmelzp. 250° und Siiurezahl 260 abschied. Die Atherschicht wurde iiber 
Na,SO, getrocknet und gab nach dem Eindampfen 3,46 g, welche mit Alkohol 
angerieben krystallisierte. Mehrmals aus 3 fachem Vol. Alkohol umkrystalli- 
siert, wurden Nadeln erhalten, die bei 111° schmolzen. Ausbeute etwa 2,2 g. 
Substanz V. Leicht léslich in Ather und siedendem Alkohol, 0,0952 Subst. 
in 10cem 96°/,igem Alkohol / = 1 dm. 


a = + 0,86° [o}?? = + 90°. 


Verseifungszah] = 146, Mol.-Gew. = 383, Molekulargewichtsbestimmung 
nach Rast = 390. 
(CgH 4,0.) Ber. 388,35 . 


4,545, 5,523 mg Subst.: 13,372, 16,290 mg CO,, 4,682, 5,650 mg H,0. 
C,,H,,0, Ber. C 80,37 H 11,42 Gef. C 80,24, 80,43 H 11,53, 11,47. 


0,5 g Subst. V. wurde in 12,5 cem Eiséssig mit 0,5 g vorhydrierter 
Palladium-Kohle als Katalysator geschiittelt. Es wurde kein Wasserstoff 
verbraucht. 

0,1 g Subst. V. in 5cem absolutem Alkohol gab mit 0,12 g Semicarbazid- 
acetat nach 5 stiindigem Kochen und mehrtiigigem Stehen keinen Nieder- 
schlag. Mit Wasser verdiinnt, schied Subst. V. unverindert aus. 

0,4 g Subst. V. in 10 cem Alkohol wurde mit 0,06 g Kalilauge in 1 ccm 
Wasser am Wasserbade 11/,—2 Stunden erwirmt, wobei der Alkohol ver- 
flichtigte und nach Verdiinnen mit Wasser eine klare Lésung entstand. 
War die Lésung kongosauer gemacht, so schieden sich Krystalle aus, die 
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nach Umkrystallisieren aus Alkohol mit Subst. V. keine Schmelzpunkts- 
erniedrigung zeigten. 


Oxydation von Progesteron. 500 mg Progesteron wurde mit 1,5 g 
K,S,0, und 1,65 g Schwefelsiure in 50 ccm Eisessig oxydiert und nach 
? Tagen aufgearbeitet, genau so, wie es bei Cholestenon beschrieben wurde. — 
Die iitherische Lésung hinterlie8 220 mg neutralen Anteil, der beim Anreiben 
mit Ather krystallisierte. Schmelzp. 136—146°. Nach mehrmaligem Um- 


krystallisieren aus Ather und Aceton-Wasser war der Schmelzp. 154°. Aus- 
beute 150 mg Subst. VII. 


Subst. VII: Mol.-Gew. Gef. 310 (Rast) Ber. 318,24 (C,, Hy,0,). 
6,052 mg Subst.: 16,707 mg CO,, 4,938 mg H,O. 
CxoHgo05 Ber. C 75,42 H9,46 £Gef. C 75,29 H 9,13. 


32 mg Subst. VII. mit 6 mg KOH gelést und angesiuert, wie bei 


Subst. V. gab Krystalle, die nach Umkrystallisieren mit Ather mit Subst. VII. 
keine Schmelzpunktserniedrigung zeigten. 


Semicarbazon der Substanz VII. 100 mg Subst. VII. wurde in 5 cem 
92°/,igem Alkohol mit aus 100 mg Semicarbazid-chlorhydrat erhaltenen 
Semicarbazid-acetat 3 Stunden unter RiickfluB gekocht. Beim Stehenlassen 
tiber Nacht schieden Krystalle aus. Ausbeute 82mg. Zersetzungsp. 260—264°. 


3,774 mg Subst.: 0,3802 cem N (20°, 751 mm). 
C.,H;30,Ns Ber. N 11,19 (Monosemicarbazon) Gef. N 11,60. 
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Die blutgerinnungshemmende Wirkung der seltenen Erden 


Von 


Erich Vincke 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitit Hamburg) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Oktober 1941) 


Wenn man den Vorgang der Blutgerinnung in aller Kiirze 
schematisch darstellen will, so lassen sich entsprechend der 
klassischen Gerinnungslehre bei ihm die beiden folgenden Phasen 
unterscheiden: In der ersten Phase entsteht das Gerinnungsferment 
Thrombin aus seiner unwirksamen Vorstufe, dem Prothrombin 
(Thrombogen), durch Einwirkung von Calciumionen und Thrombo- 
kinase; in der zweiten Phase kommt es durch Kinwirkung des 
Thrombins auf das im Blutplasma geléste Fibrinogen zur Bildung 
des unléslichen Fibrins.« 

Kine Hemmung der Blutgerinnung kann nun durch Beein- 
flussung der verschiedenen bei diesem Vorgang beteiligten Faktoren 
erreicht werden: 

EHinmal kann man den Vorgang der Aktivierung des Prothrom- 
bins zu Thrombin hemmen, indem man die hierbei eine katalytische 
Funktion ausiibenden Calciumionen aus dem System entfernt. 
Hierauf beruht die gerinnungshemmende Wirkung von calcium- 
fallenden bzw. -entionisierenden Verbindungen wie Natriumoxalat, 
Natriumfluorid oder Natriumcitrat. 

Andererseits kann man eine Verzégerung oder Aufhebung 
der Gerinnung durch Hemmung des Prothrombins bzw. des Throm- 
bins selbst erzielen; zu dieser Gruppe von Kérpern gehéren das 
Hirudin und das Heparin. Das Hirudin wird meist in der 
Hauptsache als Antithrombin angesehen; auBerdem soll es die 
Umwandlung des Prothrombins in Thrombin verhindern [vgl. hierzu 
Woehlisch})}. Das Heparin greift ebenfalls in die erste Ge- 
rinnungsphase ein; es ist nach Howell®*) kein Antithrombin, 





1) Die Methoden der Fermentforschung, 8.2125, G. Thieme, Leipzig, 1941. 
*) Amer. J. Physiol. 71, 553 (1924/25). 
8) Physiol. Rev. (Amer.) 15, 435 (1935). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 272 o 
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sondern (als Antiprothrombin) dadurch wirksam, daB es die Um- 
wandlung des Prothrombins in Thrombin verhindert. -Daneben 
soll es noch die Fahigkeit besitzen, im Plasma oder Serum die 
Bildung eines Antithrombins zu bewirken. Nach J. Mellanby’) 
soll jedoch das Heparin unter gewissen Bedingungen eine un- 
mittelbare Antithrombinwirkung auszutiben vermégen, und Quick’) 
kam ebenfalls zu dem Ergebnis, da8 Heparin kein Antiprothrombin 
ist. [Vgl. hierzu weiter die zusammenfassende Darstellung von 
Woehlisch®) sowie Jores und Detzel‘).] Aus Untersuchungen 
iiber die Chemie des Heparins hat Jorpes®*) geschlossen, dab 
die Art seiner Wirkung auf die Gerinnung physiko-chemischer 
Natur ist. Als Polyschwefelséureester des Mucoitins trigt das 
Heparin eine auBergewoéhnlich starke elektrische Ladung. Jorpes 
nimmt an, daB dadurch dieser hochmolekulare Kérper in irgend- 
einer Weise die Ladung des Prothrombins oder der Thrombokinase 
verandert und daB so die Bildung des Thrombins und die Ge- 
rinnung verhindert werden. 

Weiter ist seit etwa 11/, Jahrzehnten von Salzen einer ganzen 
Gruppe von Elementen, der seltenen Erden, bekannt, daf sie die 
Blutgerinnung hemmen. Die ersten diesbeziiglichen Versuche 
wurden 1927—1931 im Pharmakologischeh Institut der Universitit 
Florenz mit den Chloriden des Lanthans, Neodyms, Praseodyms 
und Samariums angestellt; es folgten dann seit 1936 Untersuchungen 
von Dyckerhoff und Mitarbeitern an Neodymsalzen. Seit 1937 
wurden schlieBlich im hiesigen Pharmakologischen Institut umfang- 
reiche Arbeiten iiber die blutgerinnungshemmende Wirkung von 
Salzen des Lanthans, Cers, Praseodyms und Neodyms in vivo 
und in vitro ausgefiihrt. [Literatur bei Steidle’), Vincke und 
Oelkers’), Vincke und Never®)]. 

Bei diesen Versuchen ergab sich, daB das Maximum der 
blutgerinnungshemmenden Wirkung in vivo erst nach geraumer 
Zeit (etwa 4/, bis 2 Stunden nach der intravenédsen Applikation) 





) Proceed. roy. Soc. Lond. (B) 116, 1 (1934). 

*) Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. (Amer.) 35, 391 (1936). 

5) Ergebn. Physiol. 43, 174 (1940). 

4) Klin. Wsehr. 19, 641 (1940). 

5) Heparin, its chemistry, physiology and application in medicine. 
Oxford University Press, London 1939, S. 22. 

*) Sirtryk ur Svensk Kem. Tidskr. 52 (1940). 

’) Handb. d. exper. Pharmak. III, T. 4, S. 2189 (1935). 

8) Arch. f. exper. Path. 187, 594 (1937). 

*®) Ebenda 194, 308 (1940). 
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auftritt, wihrend beispielsweise nach Injektion von Heparin das 
Maximum der Blutgerinnungshemmung praktisch sofort erreicht ist. 
Daraus durfte geschlossen werden (Vincke und Oelkers, a. a. O.), 
da8 die Beeinflussung der Blutgerinnung durch seltene Erden 
offenbar auf einem anderen Mechanismus beruhe als beim Heparin 
und Hirudin. Es wurde damals die Vermutung geduBert, daB die 
Ursache fiir die blutgerinnungshemmende Wirkung der seltenen 
Erden vielleicht zum Teil mit ihrer eiweiBfallenden Higenschatt 
zusammenhinge. 

Altere Angaben iiber die eiweiBfillende Wirkung seltener Erden (vor- 
wiegend des Lanthans) stammen u. a. von Mines’), Kozawa’), Héber 
und Spaeth*), Michaelis und Rona‘) und Michaelis und Szent- 
Gyérgyi’). Doerr’) bestimmte dann die Grenzen, in denen Eiweiflésungen 
durch Salze des Lanthans, Cers und Praseodyms gefillt werden, und Hara’) 
wies an Rinderblutserum, Hiihnereiwei8- und Caseinlésungen nach, daB 
Cerochlorid und Ceroammontartrat in bestimmten Konzentrationen fillend 
wirken. Aiazzi-Mancini®) fand, da8 Lanthanchlorid auf SerumeiweiB, 
Hithnereiwei8 und Muskelsaft reversibel flockend wirkt; Steidle u. Ding’) 
wiesen eine eiweibfillende Wirkung von Yttriumnitrat bei Rinderserum, 
Schweineserum und HiihnereiweiBlésung nach, Steidle und Dirr”™) bei 
Rinderserum eine entsprechende Wirkung von Samariumchlorid und -nitrat. 
Niccolini beobachtete bei Blutserum und Eieralbumin einen gleichsinnigen 
Effekt des Praseodymchlorids "') und spiiter auch einen solchen des Samarium- 
chlorids}”), Guidi’) schlieBlich bestimmte die Konzentrationen, in denen 
Neodymchlorid auf Eieralbuminlésungen fillend wirkt. 

Man darf als wahrscheinlich ansehen, daf das Prothrombin 
und das Thrombin Proteine sind oder zumindest einen Eiweib- 
kérper als kolloiden Trager enthalten [vgl.14)]. Es lag so der 
Gedanke nahe, die blutgerinnungshemmende Higenschaft der seltenen 
Erden dadurch zu erkliren, daB sie das Protein Thrombin bzw. 
seine Vorstufe, das Prothrombin, im Blut ausfallen oder sie durch 





') J. of Physiol. 42, 309 (1911). 

*) Biochem. Z. 60, 146 (1914). 

5) Arch. ges. Physiol. 159, 433 (1914). 

*) Biochem. Z. 94, 225 (1919). 

») Ebenda 103, 178 (1920). 

°) Kolloid-Z. 27, 277 (1920). 

*) Arch. f. exper. Path. 100, 217 (1923). 

8) Arch. di fisiol. 25, 257 (1927). 

*) Arch. f. exper. Path. 141, 273 (1929). 

*) Ebenda 145, 19 (1929). 

") Arch. intern. de Pharmacodynamie 37, 199 (1930). 
”) Ebenda 40, 247 (1931). 

18) Ebenda 37, 305 (1930). 

4) E. Woehlisch, Ergebn. d. Physiol. 43, 339 (1940). 
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Bildung von Komplexen unwirksam machen. Es wurde deshalb 
zuerst untersucht, ob der Prothrombingehalt des Blutes nach der 
Injektion von Salzen seltener Erden verindert wird. 


Die Versuche wurden an gesunden, durchschnittlich 2—3 kg schweren 
Kaninchen ausgefiihrt, die vor Versuchsbeginn etwa 18 Stunden lang niichtern 
gehalten wurden. Als Salze der seltenen Erden wurden in allen folgenden 
Versuchen Lisungen von Neodym- oder Praseodymehlorid (NdCl,+-6H,O 
oder PrCl,-7H,O; zu 1°/, in physiologischer Kochsalzlésung gelést) intra- 
venés (Ohrvene) injiziert und danach nebeneinander die Gerinnungszeit des 
Gesamtblutes [nach Riesser und Nagel?) vgl. auch Vincke und Oelkers, 
a.a.O.] bei 25° und der Prothrombingehalt des Oxalatplasmas bestimmt. 

Der Prothrombingehalt des Plasmas wurde nach Quick”®**) durch 
Messung der Zeit bestimmt, die zur Gerinnung eines Gemisches von 0,1 ecm 
0,55 °/,iger Caleciumchloridlésung (CaCl,-H,O, p. a., Merck), 0,1 eem Throm- 
bokinasesuspension und 0,1 cem Oxalatplasma bei 40° notwendig war. Das 
Thrombokinasepriparat wurde uns zum Teil liebenswiirdigerweise von der Firma 
E. Merck, Darmstadt, zur Verfiigung gestellt, wofiir wir auch an dieser 
Stelle verbindlichst danken; zum Teil stellten wir es uns selbst nach Quick**) 
aus Kaninechenhirn her. (Beziiglich der Einzelheiten vgl. auch Hepding 
und Moll’). 0,3 g Trockenpulver wurden in der angegebenen Weise*) mit 
5 ecem physiologischer Kochsalzlésung, die 0,1 eem 1,34°/,ige Natriumoxalat- 
lésung enthielten, 10 Minuten lang bei 45° extrahiert. Bei Verwendung des 
Merckschen Priparates betrug die Gerinnungszeit von normalem Kaninchen- 
plasma 9—25, im Mittel 13 Sekunden, bei dem von uns hergestellten Priiparat 
? Sekunden*). Es wurden stets Doppelbestimmungen ausgefiihrt, deren 
Differenz durchschnittlich héchstens einige Sekunden betrug. Das Oxalat- 
plasma wurde jeweils aus einer Mischung von 0,5 cem 1,34°/,iger Natrium- 
oxalatlésung und 4,5 cem aus der Ohrvene entnommenem Blut gewonnen. 


Hs zeigte sich nun, daB nach intravenéser Injektion von 
50 mg Neodymchlorid/kg Kérpergewicht nicht nur die Gerinnungs- 
zeit des Vollblutes auBerordentlich erhéht wird, sondern auch 
ebenso diejenige des Oxalatplasmas (Tab. 1). Danach schien es 
also, als ob der Prothrombingehalt des Blutes durch Injektion 
von groBen Dosen Neodymchlorid stark vermindert wird, bzw. 
im Maximum der Wirkung auf Null absinkt. 

Da Prothrombin als solches nicht nachgewiesen werden kann, 
schlieBt man — auch bei der Quickschen Methode — auf den 





1) Arch. f. exper. Path. 179, 743 (1935). 

2) J. of biol. Chem. 109, 73 (1935). 

3) J. Amer. med. Assoc. 110, 1658 (1938). 

4) Proc. Soe. exper. Biol. a. Med. (Amer.) 40, 206 (1939). 

5) Science 92, 113 (1940). 

8) E. Merck’s Jahresbericht 53, 29 (1939). 

*) Quick (Amer. J. Physiol. 114, 282 (1936)] fand als kleinste Gerinnungs- 
zeiten bei Verwendung von Thrombokinase aus Kaninchenhirn bei Plasmen 
aus Kaninchenblut 7—9 Sekunden. 
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Tabelle 1 
Gewicht des} _ mg inj. Salz/ Blut- Blutgerin- | Gerinnungs- 
Kaninchens | kg Kérpergewicht | entnahme | “™™g8ze:t zeit des 
in kg +. ih. in Min. Oxalatplas- 
ee) — oe i | bei 25° mas bei 40° 
2,60 50 mg Neodym- 0 2 9 Sek. 
chlorid Ye > 110 > 180 Min. 
(NdCl, - 6H,0) 4h S 60 20, 
24h 4 _ 9 Sek 
2,70 50 mg Neodym- 0 4 25 Sek. 
chlorid 2h 90 > 180 Min. 
4h 18 > ioe x 
245 3 9 Sek. 








Prothrombingehalt des Plasmas aus der bei der Aktivierung ent- 
stehenden Thrombinmenge. Das Thrombin seinerseits bestimmt 
man durch seine Wirkung auf die Gerinnung einer fibrinogen- 
haltigen Lésung. Man nimmt also an, daB 1. die Koagulations- 
zeit eine Funktion der Thrombinkonzentration ist und daB 2. die 
Bildung des Thrombins im Oxalatplasma proportional der Pro- 
thrombinkonzentration ist. Dieser Riickschlu8 vom Thrombin 
auf das Prothrombin ist jedoch nur dann erlaubt, wenn man die 
GewiBheit hat, da alles im Plasma vorhandene Prothrombin 
in Thrombin tbergefiihrt worden ist. Diese Voraussetzung ist 
von Quick durch optimale Recalcifizierung des Oxalatplasmas 
unter Zusatz gerinnungsaktiver Zellsubstanzen (Thrombokinase) 
erfiillt worden. Unter den Bedingungen dieser optimalen Akti- 
vierung ist dann also die Gerinnungszeit des Plasmas nur eine 
Funktion der vorhandenen Prothrombinkonzentration. 

Der SchluB, in diesem System ausschlieBlich das Prothrombin 
als veranderliche Komponente anzusehen, ist jedoch nur unter 
der weiteren Voraussetzung erlaubt, da8 der Fibrinogengehalt des 
Plasmas nicht sehr wesentlich von der Norm abweicht, da die 
Gerinnungszeit unter Umstanden auch von dieser GréBe ab- 
hangig ist?). 

Bei Fibrinogengehalten von 0,04—0,22°/, fand A. Schmitz’) keinen 
Einflu8 der Fibrinogenkonzentration auf die Gerinnungszeit, jedoch beob- 


achtete er bei einem Gehalt von weniger als 0,04°/, Fibrinogen keine voll- 
stiindige Gerinnung mehr. Ebenso stellte Hudemann’) an Rinderfibrinogen- 





1) E. Woehlisch, W. Diebold u. O. Kiderlen, Arch. ges. Physiol. 
237, 599 (1936). 

*) Diese Z. 222, 155 (1933). 

) Kolloid-Z. 92, 189 (1940). 
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lésungen fest, daB die Fibrinogenkonzentration von 0,07°/, an aufwiirts ohne 
wesentlichen Einflu8 auf die Gerinnungszeit ist und daB erst unterhalb 
dieses Gehaltes eine deutliche Verlingerung der Gerinnungszeit eintritt. 
Beim Ubergang vom Optimum der Fibrinogenkonzentration auf den niedrigen 
Gehalt von 0,01°/, Fibrinogen wurde eine Verliingerung der Gerinnungszeit 
auf etwa das Doppelte bis maximal Dreifache beobachtet. Bei Zusatz von 
Serumalbumin bis zu Konzentrationen von 0,7°/, im Gerinnungssystem und 
auch bei Zusatz von Serumglobulin — also bei dem Vollblut angeniherten 
Verhiltnissen — wurde nur eine sehr geringfiigige Verlingerung der Ge- 
rinnungszeit beobachtet; die Gerinnungszeit wurde dadurch z. B. bei 
0,05°/, Fibrinogen noch nicht einmal auf das Doppelte erhéht. 


Aus allen diesen Befunden ergibt sich aber immerhin, dab 
eine auSerordentlich starke Verminderung des Fibrinogengehaltes 
schlieBlich doch zu einer Aufhebung der Gerinnung des Oxalat- 
plasmas fiihren muf. Es mufte also geprift werden, ob der 
Fibrinogengehalt des Plasmas durch die Applikation seltener 
Erden verandert wird. 

Zur Bestimmung des Fibrinogens wurde das Verfahren von Cullen 
und van Slyke’) in der von Rappaport’) beschriebenen Weise benutzt. 
Aus 0,2 ccm Oxalatplasma (0,5 cem 1,34°/,ige Natriumoxalatlésung + 4,5 cem Blut) 
wurde in der dort angegebenen Art nach Verdiinnung mit 5 ecm physiolog. 
Kochsalzlésung durch Zusatz von 1 eem 1°/,iger Calciumchloridlésung das 
Fibrinogen als Fibrin ausgefiallt, durch Glaswolle filtriert, der N-Gehalt des 
Niederschlages mit n/200-H,SO, und n/50-Na,S,0, im Mikrokjeldahlver- 
fahren bestimmt und durch Multiplikation der N-Menge mit 6,25 der Fibri- 
nogengehalt ermittelt. Es wurden stets Doppelanalysen ausgefiihrt; diese 
stimmten sehr gut miteinander iiberein. Die Differenz der zusammengehérenden 
Titrationswerte betrug durchgiingig nicht mehr als + 0,01 cem n/50-Na,S,0,. 

Die Ergebnisse sind in Tab. 2 wiedergegeben. 

Die Versuche dieser T'abelle zeigen wieder auBer der zwar 
individuell groBen Schwankungen unterworfenen, jedoch stets ein- 
tretenden hochgradigen Verlingerung der Blutgerinnungszeit nach 
intravenéser Injektion von 50 mg Neodymchlorid/kg Kérper- 
gewicht, daB im allgemeinen die Applikation dieser Dosis eine 
Erhéhung der Gerinnungszeit des Oxalatplasmas von wenigen 
Sekunden auf viele Stunden im Maximum der Wirkung zur Folge 
hat. Die Daten der letzten Spalte von Tab. 2 ergeben weiter, 
daB sich in demselben MaBe, wie die Gerinnungszeit des Plasmas 
verlingert wird, der Fibrinogengehalt vermindert und sogar im 


Maximum der Wirkung z. T. auf Null absinkt (Versuch 4). Wir- 


tiberzeugten uns in Versuchen an zwei normalen Kaninchen noch 
besonders davon, daB diese Verringerung des Fibrinogengehaltes 





1) J. of biol. Chem. 41, 587 (1920). 
*) Mikrochemie des Blutes, S. 121, Haim, Wien 1935. 
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nicht auf die mehrmalige Blutentnahme innerhalb weniger Stunden 
zuriickzufiihren ist (Versuch 5 und 6). 


























Tabelle 2 
Ver- at eae mg inj. Salz/} Blut- | Blutgerin- | Gerinnungs- 
such | °©8 “* | ke Kérper- Jentnahme nungszeit in zeit des | mg-"/, 
ninchens RH gd . ey) Oxalatplas- | Fibrin 
Nr. in kg gewicht i.v.}| nach | Min. bei 25°| mag bei 40° 
1 3,20 50 mg Neo- 0 4 9 Sek. 329 
dymcehlorid 25 > 90 > 180 Min. 45 
35 60 ,, 78 
24% 4 8 Sek 371 
2 2,65 50 mg Neo- 0 4 7 Sek. 299 
dymchlorid 2" 30 > 240 Min. 39 
4h od > 120 ,, 97 
245 D 7 Sek. 453 
3 2,48 50 mg Neo- 0 4 7 Sek. 146 
dymchlorid 5* ~~ 6 Min. 20 
25 - _ 97 
4b Al 60 Sek. 68 
24h 5 e 254 
4 3,00 50 mg Neo- 0 7 7 Sek. 289 
dymehlorid | 30 Min.j] > 180 > 180 Min. 37 
} > 180 >A s 0 
2h > 180 a 0 
4b > 90 > « 28 
24h 4 8 Sek. 289 
5 2,75 -- 0 3 8 Sek 289 
30 Min. 6 , 312 
i 5 = 296 
Qh 6 8 ,, 302 
4h 6 S 4 289 
68 6 - 296 
24h 6 8, 296 
6 2.72 sie 0 7 7 Sek. 196 
30 Min. 7 8 ” 196 
1» 6 —_ 196 
Qh 4 S « 213 
4h 6 7s 202 
ho 6 : » 202 
24% 7 . “ 196 




















Nach diesen Versuchen hatte es also den’ Anschein, als ob 
die Verlangerung der Blutgerinnungszeit durch seltene Erden auf 
der Verminderung bzw. dem Verschwinden des Fibrinogens aus 
dem Blut beruhe, eine These, wie sie beispielsweise auch von 
Fischler und Roeckl?) aufgestellt wurde. Von diesen Autoren 





1) Arch. f. exper. Path. 189, 4 (1938). 




















it 


Be 
: 
ee 


Wanonenpomenaney cietnitie § 





ENERO ROR I 2 
<A A A LATE LICE: Be < ARLEN ” 


72 Erich Vineke, 


wird angenommen, daB eine irreversible Bindung der seltenen 
Erden an das Fibrinogen stattfindet und daB dadurch die Blut- 
gerinnung gehemmt wird. Ein experimenteller Beweis wurde hier- 
fir jedoch nicht erbracht. Es war nun zu bedenken, daB die 
Methode, welche zur Bestimmung des Fibrinogens benutzt wurde, 
auf die Voraussetzung aufgebaut ist, daB in dem Plasma alle 
Komponenten auBer den Calciumionen, also auch das Prothrom- 
bin, in geniigender (bzw. optimaler) Menge zur Ausfallung des 
Fibrinogens nach Recalcifizierung vorhanden sind. Es erschien 
jedoch denkbar, daB im Maximum der Gerinnungshemmung in 
den Ansitzen trotz Zusatz von Calciumchiorid deshalb kein Fibrin- 
niederschlag auftrat, weil das Prothrombin des Blutes durch die 
seltenen Erden vollig ausgefallt worden war. 


Die weiteren Untersuchungen galten infolgedessen der Ent- 
scheidung der Frage, ob im Plasma von Tieren, deren Blut durch 
Injektion seltener Erden ungerinnbar gemacht wurde, deshalb 
keine Gerinnung bzw. Ausfallung von Fibrin mehr erfolgt, weil 
das Fibrinogen durch die seltenen Erden ausgefallt oder des- 
halb, weil das Prothrombin ausgefallt wird. Daneben bestand 
natiirlich noch die Méglichkeit, daB beide Gerinnungsfaktoren 
zusammen ausgefallt werden. SchlieBlich erschien noch denkbar, 
daB im System nicht geniigend Thrombokinase zur Aktivierung 
des Prothrombins mehr vorhanden war. Diese Annahme erschien 
zwar nicht sehr wahrscheinlich, da in friiheren Untersuchungen }) 
kein eindeutiger EinfluB der seltenen Erden auf die Thrombo- 
cytenzahl festgestellt werden konnte, sie konnte jedoch nicht ohne 
weiteres ausgeschlossen werden. 

In den folgenden Untersuchungen wurden diese Fragen zu 
klaren versucht: zuerst wurden 4 Kaninchen je 50 mg Neodym- 
bzw. Praseodymchlorid/kg Kérpergewicht intravenés injiziert und 
wieder wie bisher Blutgerinnungszeit, Gerinnungszeit des Oxalat- 
plasmas nach Quick und Fibrinogengehalt bestimmt. 

Die Bestimmung des Fibrinogens geschah einmal in der oben (S. 70) 
beschriebenen Weise; andererseits wurde der Ansatz von 0,2 cem Plasma 
nach dem Verdiinnen mit 5 cem physiologischer Kochsalzlisung zuerst mit 
0,1 ecm der Thrombokinasesuspension und dann erst mit 1 cem 1°/,iger 
Caleciumchloridlésung versetzt. Zur Bestimmung des von der gefundenen 
N-Menge abzuziehenden Blindwertes wurden in diesem Falle 5 cem physio- 


logische Kochsalzlésung, 0,1 cem Thrombokinasesuspension und 1 eem 1°/,ige 
Calciumchloridlésung ebenso durch Glaswolle filtriert und weiterbehandelt 





1) H. A. Oelkers u. E. Vineke, Arch. f. exper. Path. 188, 53 (1938). 





























Die blutgerinnungshemmende Wirkung der seltenen Erden 73 


wie die eigentlichen Bestimmungen. Der N-gehalt der verwendeten Throm- 
bokinasesuspensionen schwankte zwischen 84—230 mg°/,; im Mittel betrug 
er 145 mg °/. ; . 

Wir sind uns bewuBt, daB dieses Verfahren der Fibrinogenbestimmung 
insofern eine Fehlerquelle enthilt, als durch die entstehenden Fibrinnieder- 
schlige nicht kontrollierbare Mengen N-haltiger Substanzen aus der Throm- 
bokinasesuspension mitgerissen werden kénnen, die dann als Fibrin mit- 
bestimmt werden. Dadurch waren bei dieser Methode a priori héhere 
N- und Fibrinwerte zu erwarten als bei den Ansitzen ohne Thrombokinase. 
In den Ansiitzen jedoch, in denen auch mit Thrombokinase kein Fibrin- 
niederschlag entstand, fiel naturgemi8 die besprochene Fehlerquelle weg. 




















Tabelle 3 
3 13S | mg inj. Salz/ 23 #28 | Gerinnungs.| S/o Fibrin _ 
m 1 : Bet) om ° = 
5 ee ke Korper- £ oe Pe zeit des 2g Te 
- E's ah gewicht iv. aa a 5 ad Oxalatplas- = 2 s =| 5 5 
Nr. | ow S| AES | mas bei 40° a 4 2d 

1 2,90 | 50mg Neo-] 0 6 ? Sek. 325 265 
dymchlorid } 1/,* > 180 > 3* 0 0 

$* > 180 >? 0 0 

2h > 180 > 3* 0 0 

6» > 90 11 Min. 0 337 

244 7 8 Sek. 325 433 

2 2,80 | 50mg Neo- }] 0 6 8 Sek. 224 461 

dymehlorid | */,° > 120 > 35 -- ~ 

15 > 180 > 3° 0 0 

2h > 180 > 25 0 0 

65 26 5 Min. 0 0 

24h 7 10 Sek. 244 559 

3 2,65 50 mg Pra- 0 9 9 Sek. 464 230 
seodym- | */,° > 240 >a 0 0 

chlorid 1% > 240 >> 0 0 

2h > 240 5 Min. 0 0 

6» 14 90 Sek. 0 348 

24h ) 8 Sek. 443 443 

4 2,65 50 mg Pra- 0 4 7 Sek. 116 348 
seodym- | ‘/,° > 120 >? 0 0 

chlorid 15 > 120 > 7 0 0 

2h 60 >? 0 D5 

6* 12 16 Min. QO | 444 

O4h oa a 80 | 444 




















Die in Tab. 3 aufgefihrten Versuche ergeben folgendes: Bei 
den Ansitzen, in denen Fibrinniederschlige entstanden, waren 
diese in den Thrombokinase enthaltenden Ansdtzen im allgemeinen 
gréBer als in den Ansitzen ohne Thrombokinase. Es kann dies 
zwanglos durch die oben genannten Grinde erklirt werden. In 
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den Ansitzen jedoch, in denen nach Recalcifizierung- kein Fibrin 
ausfiel, war im Maximum der Wirkung der seltenen Erden auch 
dadurch keine Ausfillung zu erzielen, daB man auBerdem noch 
Thrombokinase hinzufiigte. Die Annahme, daf in den Plasma- 
mischungen zu wenig Thrombokinase zur Ausfallung des Fibrins 
vorhanden gewesen sei, kann fir diesen Fall also ausgeschaltet 
werden. 

Unter der Annahme, daB in den Ansitzen geniigend Pro- 
thrombin vorhanden war, konnte man also vorerst zu dem Schluf 
gelangen, daB eine Ursache fir die blutgerinnungshemmende 
Wirkung der seltenen Erden darin besteht, daB sie das Fibrinogen 
aus dem Blut ausfillen. 

Diese SchluBfolgerung geniigt jedoch nicht zur Erklirung der 
genannten Kigenschaft der seltenen Erden: hiergegen spricht 
schon die friiher (S. 69) erwahnte, auBerordentlich groBe Unab- 
hangigkeit der Gerinnungszeit von der Fibrinogenkonzentration. 
Bei den bisher beschriebenen Versuchen wurde auch bei den 
Blutproben eine sehr starke Erhéhung der Gerinnungszeit des 
Oxalatplasmas nach Quick beobachtet, bei denen der Fibrinogen- 
gehalt hoch genug war, um eine normale bzw. nur unwesentlich 
erhéhte Gerinnungszeit zu gewihrleisten. (Vgl. Tab. 2.) 

Nach dem friiher (S. 69) Gesagten ist die Gerinnungszeit des 
Plasmas unter den von Quick angegebenen Bedingungen nur 
eine Funktion der vorhandenen Prothrombinkonzentration. Die 
beobachtete starke Erhéhung der Gerinnungszeit erklart sich also 
in diesem Falle durch eine starke Verminderung des Prothrombin- 
gehaltes des Blutes; mit anderen Worten: die seltenen Erden 
wirken in erster Linie dadurch gerinnungshemmend, daB sie in 
irgendeiner Weise als Antiprothrombine wirken. 

Diese Auffassung wurde durch weitere Untersuchuugen be- 
statigt: wenn durch die seltenen Erden nur der Fibrinogen-, aber 
nicht der Prothrombingehalt des Blutes veriindert wiirde, miBte 
es méglich sein, durch Zusatz von Fibrinogen zu den Oxalat- 
plasmen zumindest annéhernd normale Gerinnungszeiten mit der 


Quickschen Methode zu erhalten. Es ergal sich jedoch, daB 
dies nicht der Fall ist. 


Die verwendeten Fibrinogenlésungen wurden aus Kaninchen- oder 
Pferdeoxalatplasma teils nach Hammarsten und Bordet durch Halb- 
sittigung mit Natriumchlorid und teils nach Mc Lean durch 1/,-Sittigung 
mit Ammonsulfat bereitet. [Beziiglich der Einzelheiten vgl. Woehlisch’).] 





*) Die Methoden der Fermentforschung a. a. O. S. 2113. 
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Von den schlieBlich erhaltenen Lisungen wurden pro Ansatz je 0,1 cem zu 
einer Mischung von 0,1 cem Oxalatplasma, 0,1 cem 0,55°%/,iger Calcium- 
chloridlésung und 0,1 ccm Thrombokinasesuspension gegeben. 

In Versuchen an 8 Kaninchen, von denen zwei je 50 mg 
Neodymchlorid und eins 50 mg Praseodymchlorid pro Kilogramm 
Kérpergewicht intravenés erhalten hatten, konnte durch Zusatz 
der Fibrinogenlésungen zu den Oxalatplasmen keine Verkirzung 
der stark erhéhten Gerinnungszeit nach Quick erreicht werden. 


Wenn in dem Prothrombinmangel die Ursache fiir die starke 
Gerinnungshemmung durch seltene Erden liegt, muBte es méglich 
sein, durch Versetzen der gewonnenen Oxalatplasmen mit Pro- 
thrombinlésungen im Verfahren nach Quick oder auch mit 
Thrombinlésungen der Norm angeniherte Gerinnungszeiten zu 


erzielen. Es wurden deshalb entsprechende Versuche mit Thrombin- 
lésungen angestellt. 


Die Darstellung des Thrombins geschah aus Rinderoxalatplasma nach 
der von Bleibtreu ') angegebenen Kombination der Verfahren von Mellanby 
und Howell [{vgl. Woehlisch®*)}. Das durch zweimalige Fillung der er- 
haltenen Rohthrombinlésung mit Aceton gewonnene Trockenpulver (64,5 mg 
aus 900 cem Plasma) war in Wasser vollig léslich. Zur Bereitung der 
Thrombinlésung wurden jeweils 10mg in 10cem Wasser gelést. Diese 
Lésung hatte einen Stickstoffgehalt von 16 mg-°/,. 


In 4 Versuchen erhielten 2 Kaninchen je 50 mg Neodym- 
chlorid und je eins 50 mg Praseodymchlorid, bzw. 75 mg Neodym- 
chlorid/Kilogramm Kérpergewicht intravenés injiziert. Dann 
wurden in denselben Abstiinden wie bisher die Blutgerinnungszeit 
und die Gerinnungszeit des Oxalatplasmas bestimmt. Die letzte- 
GréBe wurde einmal nach der Methode von Quick gemessen; 
andererseits wurden jeweils 0,2 ccm Plasma und 0,2 ccm der 
0,1°/,igen Thrombinlésung gemischt und die Gerinnungszeit dieser 
Mischungen bestimmt. Die in Tab. 4 wiedergegebenen Daten 
zeigen wieder die nach Injektion seltener Erden auftretende 
auBerordentlich starke Verlingerung der Gerinnungszeit der Oxalat- 
plasmen nach Quick und auBerdem, daB nach Zusatz von Thrombin 
zu diesen Plasmen normale bzw. nur sehr unwesentlich gegentiber 
der Norm erhéhte Gerinnungszeiten erhalten werden. Wiahrend 
z.B. nach 80 Minuten die Gerinnungszeit des Oxalatplasmas nach 
Quick von 8 Sekunden auf 12 Minuten (Versuch 1) oder von 
7 Sekunden auf mehr als 8" (Versuch 3) gestiegen war, erhdhte 





1) Arch. ges. Physiol. 218, 642 (1926). 
*) Die Methoden der Fermentforschung a. a. O. S. 2121. 
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sich die Gerinnungszeit dieser Plasmen nach Thrombinzusatz nur 
von 32 auf 45 Sekunden, bzw. von 27 auf 142 Sekunden. 
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Tabelle 4 
6 3 a = , Gerinnungszeit mg-°/, Fibrin 
Hiss mg in. io [8.8 des Plasmas n. Féllung mit 
4 wc & S Iz/k Ss Be 2g 
Z|S5 | Komer. eel? ee h nach Throm 
i " + = 2 " 
c1e B-- ae = “EE as oa Thrombin-} CaCl, ; 
&M «| gewichti.v. a an Quick | ‘susatz bin 
1} 1,75 50 mg 0 4 8 Sek.| 32Sek. | 270 221 
Neodym- | ?/,® 62 12Min.| 45 ,, 0 202 
chlorid | 15] 54] 5 ,, | 40, 0 | 202 
2h 2 150 Sek.| 39 ,, QO | 165 
4h 21 150 ,, 42 ,, 0 165 
24h 4 S % nt 270 | 309 
21 2,05 50 mg 0 5 7 Sek.| 36 Sek. } 196 275 
Neodym- | 7/. |>180 | 200 Min.| 184 ,, 0 287 
chlorid 15 1>180 Gt. 142 ,, 0 287 
25 1>180 56 SCs, 0 275 
45 19 ' « 84, 0 287 
24h 4 8 Sek.| 45 ,, 266 306 
3 | 2,85 50 mg 0 3 7 Sek.| 27 Sek. | 230 369 
Praseodym-} */," }>180 |>180 Min.| 142 ,, 0 378 
chlorid 1° }>180 | 100 ,, 91 ,, 0 312 
25 1>180 92 ,, 88, 0 351 
4» 131290] 75 , | 57 , 0 | 378 
24 6 8 Sek.! 43 ,, 278 550 
4} 2,85 75 mg 0 4 9 Sek.| 61 Sek. | 278 288 
Neodym- | */." }>240 | 106Min.! 27 Min. 0 213 
ehlorid 15 |>240 65 ,, © 0 193 
25 1>180 60 ,, | 219 Sek. 0 241 
45 1>120 OP « | 22 w 0 213 
24h 4 8Sek.| 56 ,, 309 272 

















Aus diesen Messungen folgte bereits, da® der Fibrinogen- 
gehalt der Oxalatplasmen — wenn iiberhaupt veriindert — so 


doch geniigend hoch sein muBte, um bei Anwesenheit ent- 


sprechender Mengen Prothrombin — bzw. Thrombin normale 
Gerinnungszeiten zu erméglichen. Diese Folgerung wurde durch 
die quantitativen Fibrinogenbestimmungen bestiitigt: 


Die Fibrinogengehalte wurden einmal in der oben (S. 70) geschilderten 
Weise festgestellt. Andererseits wurden jeweils 0,2 cem Plasma mit 5 ccm 
physiologischer Kochsalzlésung’ verdiinnt und dann 0,2 eem 0,1°/,ige 
Thrombinlésung hinzugegeben. Nach '/,stiindigem Stehen der Mischungen 
im Brutschrank bei 37° wurde abkiihlen gelassen; die durch Glaswolle 
filtrierten Niederschlige wurden ebenso verascht und weiter im Mikro- 
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kjeldahlverfahren analysiert wie die Parallelansiitze nach Fallung mit 
Calciumechlorid. Es wurden stets, wie in allen vorherigen Versuchen, 
Doppelanalysen ausgefiihrt, welche ebenso wie die friiheren Bestimmungen 


sehr gut tibereinstimmten. 

Bei der Fallung der Plasmen mit Calciumchlorid ergaben 
sich nur Fibrinniederschlage bei der Entnahme vor der Injektion 
der seltenen Erden bzw. nach 24 (Versuche 1—4). Durch die 
Injektion der seltenen Erden wird eine solche Verringerung (oder 
Verainderung) des Prothrombins bewirkt, daB keine Aktivierung 
durch Calciumionen und damit eine Ausfillung des Fibrinogens 
mehr méglich ist. Bei Thrombinzusatz wurden jedoch in den 
ersten 3 Versuchen in allen Plasmen nach der Applikation der 
seltenen Erden praktisch genau dieselben Fibrinogengehalte ge- 
funden wie vor der Applikation. Hieraus ergibt sich einmal die 
Bestitigung unserer oben geiuBerten Ansicht, daB die seltenen 
Erden bei den bisher gewihlten Dosen nur das Prothrombin des 
Blutes verindern bzw. zum Verschwinden bringen und weiter, daB 
das Fibrinogen hierbei nicht ausgefallt wird. 

Uberschwemmt man jedoch durch eine sehr massive Dosis 
von Salzen seltener Erden das Blut des Versuchstieres mit diesen 
Verbindungen, so wird nach der Blockierung des Prothrombins 
schlieBlich auch das Fibrinogen ausgefallt. So kam es nach In- 
jektion von 75 mg Neodymchlorid/Kilogramm Kérpergewicht (Ver- 
such 4) 30 Minuten nach der Injektion auch bei Thrombinzusatz 
zu einer sehr wesentlichen Erhéhung der Gerinnungszeit des 
Plasmas (von 61 Sekunden auf 27 Minuten) und weiter sank der 
Fibrinogengehalt des Blutes nach einer Stunde bis auf etwa ?/, 
seines Ausgangswertes (von 288 auf 193 mg-°/,) ab. 

Die bisher geschilderten Untersuchungen gestatten die SchluB- 
folgerung, daB die seltenen Erden dadurch die Blutgerinnung 
hemmen, daB sie als Antiprothrombine wirken. Es kann vorerst 
noch nichts dariiber ausgesagt werden, ob sie das Prothrombin 
infolge ihrer eiweiBfallenden Wirkung aus dem Blut ausfillen 
oder ob sie bereits die Bildung dieses Kérpers in der Leber 
hemmen. Erst in sehr hohen Dosen bewirken sie daneben eine 
Verringerung des Fibrinogengehaltes des Blutes. 

Die seltenen Erden greifen also in die friiher erwahnte erste 
Phase des Gerinnungsvorganges ein, eine Higenschaft, die sie mit 
dem Heparin und dem Hirudin teilen. 

Wir zogen deshalb zum Vergleich mit den seltenen Erden 
das Heparin heran und priften das Verhalten dieses Kérpers 
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unter analogen Bedingungen*). Wir injizierten wechselnde Mengen 
Heparin gesunden Kaninchen und bestimmten dann auSer der 
Blutgerinnungszeit die Gerinnungszeit des Oxalatplasmas nach 
Quick, sowie des mit Thrombin versetzten Oxalatplasmas und 
den Fibrinogengehalt. Bei der Messung dieser GréBen wurde 
ebenso verfahren wie friiher; die Bestimmung des Fibrinogens 
erfolgte einmal nach Zusatz von Calciumchlorid und Thrombo- 
kinase und daneben in einigen Fallen auch nach Versetzen des 
Plasmas mit Thrombin. 























Tabelle 5 
e182 [sic a1.4 Gerinnungszeit mg-°/, Fibrin 
Als § sol & Dyert 2 ¢ £2 8 des Plasmas nach Fillung mit 
sea eiees, So ee 
Sioa oqit of S¢ 728 nach nach - Throm- Thro 
a eae wp SE] MOS a &=) Quick | Thrombin- | bokinase bi “i 
> los [a= et A =| in Sek. zusatz u. CaCl, a 
1} 2,75 | 5,0 0 5 7 33 Sek. 230 234 
5 Min.} > 180 8 >180 Min. 222 0 
10 ,, | >180 + | >I 4 222 0 
30 ,, | >180 8 >180_,, 211 0 
” 56 S >i . 297 0 
2h 10 7 >I’ ., 277 0 
213,85 | 5,0 0 4 14 — 287 
5 Min 45 21 — 310 - 
” & 24 15 — 311 
he 14 15 - 321 -- 
2h 6 15 339 — 
245 6 12 — 352 — 
3 | 3,60 | 10,0] 0 4 8 42 Sek. 358 288 
5 Min.| > 180 14 > 180 Min. 367 0 
10 ,, | >180 12 > 180 ,, 367 0 
30 ,, 165 10 >i . 358 0 
98 9 >is . 348 0 
26 22 8 >is , 348 0 
4 | 2,55 20,0 | 0 4 8 41 Sek. sam 204 
5 Min.| > 240 22 > 180 Min. — 0 
10 ,, | >240 19 >is , — 0 
30 ,, | >240 16 > 180 ,, — 0 
jh 150 12 > ie — 0 
2h 70 > [>i . ~- 0 


























Die Ergebnisse einiger Versuche sind in Tab. 5 zusammen- 
gestellt. Wegen der Antithrombineigenschaft des Heparins war 





*) Das Heparin wurde uns liebenswiirdigerweise von der Chemischen 
Fabrik Promonta G.m.b.H., Hamburg, zur Verfiigung gestellt, woftir wir 
auch hier unseren Dank aussprechen. 
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von vornherein ein Verhalten zu erwarten, das im Gegensatz zu 
demjenigen der seltenen Erden stand. Es zeigte sich dement- 
sprechend, daB die Gerinnungszeit des Oxalatplasmas nach Quick 
nach Injektion von Heparin praktisch vollig unverindert oder 
— bei sehr hohen Dosen (20 mg) — nur unwesentlich erhéht 
wird. Man erhialt also hier das entgegengesetzte Resultat wie 
bei seltenen Erden. (Vgl. Tab. 4). Daraus folgt, daB nach Appli- 
kation von Heparin offenbar keine Verinderung des Prothrom- 
bins eintritt. Dieser Befund steht also in Ubereinstimmung 
mit den friiher (S. 66) erwahnten Arbeiten von Mellanby und 


Quick, wonach Heparin kein Antiprothrombin, sondern ein Anti- 
thrombin ist. 


Ebenfalls im Gegensatz zu dem Verhalten der seltenen Erden 
war die Gerinnungszeit des heparinhaltigen Oxalatplasmas nach 
Thrombinzusatz auberordentlich stark erhéht. Die Erklirung 
hierfiir besteht u. EK. darin, daB bei den angewandten grofen 
Dosen Heparin im Plasma geniigende Mengen dieses Kérpers 
enthalten waren, um die kleinen zugesetzten Thrombinmengen zu 
inaktivieren. [Wie Quick’) fand, steigert sich durch Zusatz von 
Heparin zu Albumin die Affinitat des letzten fiir Thrombin so 
stark, daB sich das Thrombin mit dem Albumin—Heparin—Komplex 
verbindet, ehe es das Fibrinogen in Fibrin iiberfiihren kann.] 
Dementsprechend traten auch bei den quantitativen Fibrinogen- 
bestimmungen nach Thrombinzusatz keine Fallungen auf, wahrend 
die Fallungen mit Calciumchlorid und Thrombokinase iiber die 
ganze Versuchsdauer hin praktisch vdllig konstante Werte er- 
gaben*). 

Die Ursache dafiir, daB das aus dem Prothrombin des Plas- 
mas unter der Einwirkung von Calciumionen und Thrombokinase 
gebildete Thrombin nicht auch durch das injizierte Heparin 
blockiert wird, darf vielleicht in quantitativen Beziehungen ge- 
sehen werden: offenbar ist die Thrombinmenge zu groB, um vollig 





) Amer. J. Physiol. 123, 712 (1938). 

*) Bei Versuchen, das Fibrinogen nur mit Caleiumchlorid zu fillen, 
wurden einige Male wiihrend der Versuchsdauer scheinbare Senkungen des 
Fibrinogengehaltes beobachtet. So erhielt man z. B. nach Injektion von 5 mg 
Heparin/kg Kérpergewicht bei einem Nullwert von 351 mg°/, nach 5 Minuten 
einen Wert von 50mg?°/, Fibrin. Die Erklirung hierfiir diirfte in einer 
Hemmung der im Plasma enthaltenen Thrombokinase durch Heparin zu 
suchen sein. Infolgedessen ist die Thrombinbildung nicht geniigend groB, 
um eine villige Ausfillung des Fibrins zu bewirken. 
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durch das Heparin inaktiviert werden zu kénnen, und das noch 
verbleibende intakte Thrombin geniigt mengenmaBig, um eine 
volistindige Fibrinogenfallung herbeizufihren. 


Zusammenfassung 


1. In Versuchen an Kaninchen wurde nachgewiesen, daB die 
blutgerinnungshemmende Eigenschaft der seltenen Erden bei intra- 


vendser Applikation auf ihrer Wirkung als Antiprothrombine. 


beruht. 


2. Kine Verringerung des Fibrinogengehaltes des Blutes, die 
ebenfalls im Sinne einer Gerinnungshemmung wirken kénnte, tritt 
erst bei der Injektion sehr hoher Dosen von seltenen Erden ein. 


3. Es werden vergleichende Untersuchungen an Heparin mit- 
geteilt. 
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Zur photometrischen Bestimmung der Nucleoside 
und Nucleotide auf Grund der Orcinreaktion 
Von 
H. K. Barrenscheen und Alois Peham 
Mit 1 Figur im Text 





(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Wien) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Oktober 1941) 


Versuche, tiber die colorimetrische Auswertung der Farbreaktion 
der Pentosen mit Orcin-Salzsiure zu einer brauchbaren Bestim- 
mung der Nucleotide und Nucleoside zu gelangen, sind nichts Neues. 
Sie sind schon von Embden und Lehnartz?}) fiir die Bestimmung 
der Muskeladenylsiure mittels der Bialschen Reaktion unter- 
nommen worden. Auch Ferdmann und Feinschmied?) haben 
auf Grund der Bialschen Reaktion eine colorimetrische Bestim- 
mung der Nucleotide auszuarbeiten versucht. Keine dieser Me- 
thoden hat sich jedoch durchzusetzen vermocht, weil offenbar der 
Bialschen Reaktion in ihrer iiblichen Ausfiithrung Fehler anhaften, 
die ihre quantitative Auswertung unméglich machen. Ein Beispiel 
fiir die Unméglichkeit der Auswertung der Bialschen Reaktion 
fiir die quantitativen Zwecke stellt die Arbeit von Dische und 
Schwarz’) dar. Dische gibt hier in seiner Tabelle, welche tbrigens 
die Méglichkeit der quantitativen Bestimmung darlegen soll, fiir 
ein und dieselbe Konzentration einer Pentose (Arabinose) Extink- 
tionskoeffizienten an, welche um 100°/, differieren. Aus neuerer 
Zeit berichtet Mejbaum‘) aus dem Parnas- Institut tber eine 
einfache und angeblich zuverlissige Methodik. Im hiesigen Labo- 
ratorium wurden bereits vor einigen Jahren diesbeziigliche Unter- 
suchungen von L. Barta (unveréffentlicht) aufgenommen, die 
zunachst die weitgehende Abhingigkeit der Bialschen Reaktion 
von der Konzentration des Substrates, der Salzsiiure, des Orcins 
und des Ferrichloridzusatzes ergaben. In ihren Ergebnissen zeigten 
sie — abgesehen von der Verschiedenheit der Extinktionswerte 
fiir die reinen Pentosen Arabinose und Xylose —, da8 eine quanti- 
tative Auswertung jeweils nur innerhalb eines ganz engen Bereichs 
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moglich ist. Jenseits dieses Bereiches verliert das Lambert- 
Beersche Gesetz seine Giiltigkeit. 

Unstimmigkeiten, die sich bei der wblichen direkten Bestim- 
mung der Nucleotide und Nucleoside in gewissen Geweben ergaben, 
veranlaBten uns, neuerlich auf die kolorimetrische Methodik zu- 
rickzugreifen. Unter Auswertung der von Barta gefundenen 
Ergebnisse wurde ‘zunichst versucht, durch Ausschaltung der 
Salzsiure eine gleichmafige Farbung zu erreichen. Wechseln doch 
die Farbténe der Bialschen Reaktion je nach der Pentosekonzen- 
tration von Gelbgriin iiber Griin nach Blaugriin und Blau, machen 
also eine direkte Kolorimetrie ebenso wie die photometrische Be- 
stimmung fiir einen gréBeren Konzentrationsbereich unmédglich. 
Ersatz der Salzsiure durch reinste konzentrierte Schwefelsaure, 
des Ferrichlorides durch Ferriammonsulfat scheidet wohl diese 
Fehlerquelle aus, die Eigenfarbe des Ferriammonsulfats in der 
Schwefelsdiure spielt praktisch keine Rolle, und die Farbténe sind, 
wenn auch die Intensitaét der Farbung geringer ist als bei Ver- 
wendung von Salzsaure-Ferrichlorid, tuber emen weiten Bereich 
der Konzentration rein grin, die Farbung ist der Konzentration 
streng proportional. Fir eine praktische Anwendung ist jedoch 
diese Modifikation nicht zu empfehlen, da sie — abgesehen von 
der unkontrollierbaren Erwarmung, welche durch das Mischen der 
konzentrierten Schwefelsiure mit der wiSrigen Versuchslésung 
bedingt ist — bei Serienversuchen grofe Mengen reinster Schwefel- 
sdure verbraucht. . 


Auf der Suche nach einer brauchbaren Anderung der Bialschen 


‘Reaktion wurde nunmehr eine Reihe anderer Schwermetallsalze 


an Stelle des Eisens untersucht. Es hat sich dabei gezeigt, daB 
Kupfer-II-chlorid gegeniiber dem Ferrichlorid wesentliche Vorteile 
besitzt. Die Eigenfarbe des Kupferchlorids in konzentrierter Salz- 
siure stért bei entsprechend niedriger Konzentration iberhaupt 
nicht, die Farbténe sind von den niedrigsten Konzentrationen an 
einheitlich blau. Der einzige Nachteil liegt darin, da8 die Empfind- 
lichkeit der Reaktion mit Kupfer wesentlich gréBer ist und es bei 
Konzentrationen von Pentose, die bei der Bialschen Reaktion 
ohne weiteres noch eine klare Lésung ergeben, bereits zu einer 
Ausflockung des Farbstoffes kommt. Der einwandfrei me8bare 
Konzentrationsbereich ist daher ein relativ beschrinkter. Im 
einzelnen hat sich folgende Methode bewaihrt: 

Erforderliche Lésungen: 1. Kupferchlorid - Salzsiure 
Stammlésung: Eine m/2500-Lésung von kristallisiertem Kupfer 
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II-chlorid (CuCl,-2H,0O) in reinster, konzentrierter Salzsiure (Salz- 
siure p.a., Dichte 1,19). Die Verwendung von gewohnlicher Salz- 
siure ist wegen des relativ hohen Hisengehaltes unmdéglich. Die 
Losung des Kupferchlorids in der reinen Salzsaure ist haltbar. 

2. Aus dieser Stammldsung bereitet man jeweils ad hoe das 
eigentliche Reagens durch Auflésen von 0,2 g Orcin in 100 cem 
der Stammlésung. Das Reagens ist nur wenige Stunden haltbar. 
Eine sich bald verstirkende Rotfairbung zeigt die Zersetzung an. 
Vorteilhaft stellt man nur soviel der Lésung her, als fiir eine Ver- 
suchsreihe gebraucht wird. Vermehrung der Orcinmenge bedeutet 
keinen Vorteil. 

Bestimmung reiner Pentosen, von Nucleosiden und 
Nucleotiden: Zur Bestimmung des Pentosenwertes werden 
gleiche Teile der Versuchslésung und des Reagens gemischt und 
fir 10 Minuten in ein stark kochendes Wasserbad eingestellt. Die 
Kochzeit mu8S genau eingehalten werden. Lingeres Kochen — 
wir haben die Zeiten von 5—30 Minuten ausgewertet — bewirkt 
wohl, namentlich in den niedrigeren Konzentrationen eine betricht- 
liche, mehr als 100°/, betragende Farbvertiefung, hat aber den 
Nachteil, daB es schon bei relativ geringen Konzentrationen zu 
einer Flockung des Farbstoffes kommt, die ein weiteres Ablesen 
unmoglich macht. Nach Ablauf der Kochzeit wird sofort in flie8en- 
dem Leitungswasser abgekihlt. In derart abgekithlten Ansitzen 
bleibt die Farbung iiber Stunden konstant. Die Auswertung er- 
folet mit einem der iblichen Eintauchkolorimeter gegen eine 
Standardlésung, wir haben aus Griinden der Exaktheit die photo- 
metrische Bestimmung vorgezogen und haben unsere Befunde 
am Leitzschen Photometer bei Filter 620 durchgefihrt. 

Die nachstehende Kurve zeigt die an remen Lésungen von 


Arabinose, Xylose, Adenosin und Adenosintriphosphorséure er- 
haltenen Extinktionswerte. 


Ergebnisse der Bestimmung an reinen Pentosen, Nucleosiden 
und Nucleotiden 


Aus den Kurven ergibt sich zunichst, in Bestatigung der Be- 
funde von Barta, daB die reinen Pentosen Xylose und Arabinose 
betriichtlich differierende Extinktionen ergeben. Die fiir Xylose 
gefundenen Werte liegen durchwegs hoher als die der Arabinose 
entsprechenden, eine Tatsache, die auch den differenten Furfurol- 
ausbeuten der beiden Pentosen bei der sonst iiblichen Bestimmung 
entspricht. Adenosin ergibt — auf Pentose bezogen — wesentlich 
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hohere Extinktionswerte. Da wir den Vergleich mit reiner d-Ribose 
mangels Material nicht ziehen konnten, muB es offen bleiben, ob 
hier die Kurve der Ribose vorliegt oder die Verkniipfung mit dem 
Puringeriist fiir die Verstirkung der Farbintensitét verantwortlich 
ist. Auffallend ist nun, daB die Werte fiir Adenosintriphosphor- 
siure, auf Pentose bezogen, weitaus héher liegen als die des Ade- 
nosins. Man kénnte daran denken, daB hier die Veresterung mit 


Phosphorséure, eventuell das leicht abspaltbare Phosphat, die | 
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Furfurolbildung und Kondensation zum Farbstoff katalytisch be- 
einflussen. Hier wire die Untersuchung der Adenylsiure wesent- 
lich. Im Widerspruch stehen unsere Befunde zu den Angaben von 
Mejbaum, welche fir Arabinose und Inosinsiéure die gleichen 
Extinktionswerte angibt. 

Ks hat sich weiter gezeigt, daB die Methode nur dann einwand- 
freie Resultate ergibt, wenn die erhaltenen Extinktionswerte unter 
0,600 liegen. Das entspricht fiir die reinen Pentosen Mengen 
zwischen 5—50y im Kubikzentimeter der Reaktionslésung, das ist 
eine Pentosekonzentration der Versuchslésung von 1—10 mg-®/). 
Konzentrationen unter 5 y-cem wurden von uns nicht untersucht. 
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Fiir Adenosin liegen die Mengen zwischen 2—25 y Pentose im ccm 
Reaktionslésung, das sind Konzentrationen der Versuchslésung 
zwischen 0,712—8,897 mg-°/, Adenosin, fiir Adenosintriphosphor- 
siure sind die entsprechenden Werte 1,5—20y Pentose-cem bzw. 
0,978—13,04 mg-°/, ATP. 


Bestimmung der Nucleotide und Nucleoside in Organausziigen 


Praktisch ergeben sich aus den an den Lésungen der reinen 
Substanzen erhaltenen Werten folgende Konsequenzen: 

1. Kine Nucleotid- bzw. Nucleosidbestimmung unter Zugrunde- 
legung von Arabinose oder Xylose ist colorimetrisch bzw. photo- 
metrisch unmdéglich. Die Werte miissen zu niedrig ausfallen. 

2. Fir die Bestimmung in Organausziigen ist die Kurve der 
Adenosintriphosphorsaéure zugrunde zu legen. In den am besten 
untersuchten Geweben, wie Muskulatur und Blut, liegt das lés- 
liche Purin im lebensfrischen Gewebe fast ausschlieBlich in Form 
der Adenylsiure bzw. der, Adenosintriphosphorsiure vor. Der 
geringfiigige Fehler, der durch den fiir Nucleoside eventuell zu 
hoch ausfallenden Wert bedingt wird, spielt dabei keine wesent- 
hiche Rolle. 

Zur Bestimmung in Organen verwenden wir mittels 10°/, Tri- 
chloressigséure unter den iiblichen Kautelen hergestellte Extrakte. 
Fir Muskulatur und die meisten Organe geniigt das Verhaltnis 
1:10, fir Blut mu8 man etwas hohere Verhaltnisse wihlen (2:8). 
Istiindige Extraktion bei Eisschranktemperatur unter gelegent- 
lichem Umschiitteln gewahrleistet quantitatives Erfassen der Nu- 
cleoside und Nucleotide. Die Trichloressigsiure stért, sofern sie 
eisenfrei ist, die Bestimmung nicht. Bei der enormen Empfindlich- 
keit der Reaktion la8t sich fiir nucleotid-reiche Organe, wie Mus- 
kulatur, das Auslangen mit minimalen Mengen (50—100 mg) Organ 
finden. Ausgehend von einem Gesamtvolumen von 10 ccm findet 
man so bei Muskelextrakten (1:10) das Auslangen mit 0,5—1 ccm 
Extrakt, die auf 5cem mit Wasser aufgefillt werden. Von Blut 
sind gréBere Mengen erforderlich, 2,5—5ccm des Extraktes 
(2cem Blut auf 8ccm 10°/,ige Trichloressigsiure). Da sich das 
Volumen selbstverstiindlich herabsetzen 1a8t, kann man mit mini- 
malsten Organmengen sein Auslangen finden. Stérungen der Me- 
thode ergeben sich bei glykogenreichen Organen, in erster Linie bei 
Leber, da das in den Trichloressigsiureextrakt tibergehende Gly- 
kogen die Pentosereaktion iiberdeckt. Diese Stérung laBt sich mit 
Leichtigkeit beseitigen, wenn man den Trichloressigsiureextrakt 
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mit dem gleichen Volumen 96°/,igen Alkohol fallt, vom Glykogen 
filtriert und nach Auswaschen mit 60°/jigen Alkohol den Alkohol 
auf der Heizplatte verjagt und auf das urspriingliche Volumen 
einengt. Auf die Ergebnisse der Methodik soll in nachstehender 
Arbeit eingegangen werden. 

‘ 

Zusammenfassung 

1. Es wird eine Modifikation der Bialschen Reaktion (Ersatz 
von FeCl, durch CuCl,) angegeben, welche bei hoher Empfindlich- 
keit die photometrische bzw. colorimetrische Bestimmung der in 
den Nucleotiden und Nucleosiden gebundenen Pentose erméglicht. 

2. Da die Extinktionswerte der reinen Pentosen Arabinose 
und Xylose wesentlich hinter den auf gleiche Pentosemengen be- 
zogenen Werten fiir Adenosin und Adenosintriphosphorsaure zu- 
riickbleiben, kann fiir eine Bestimmung der Nucleoside bzw. Nu- 
cleotide nicht die Kurve dieser Pentosen zugrunde gelegt werden. 
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Uber den Gehalt der Organe 
an Purin-Nucleotiden, -Nucleosiden und freien Purinen*) 


Von 
H. K. Barrenscheen und Alois Peham 
(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitit Wien) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Oktober 1941) 


Einleitung 


Voraussetzung fiir jegliche Fragestellung iiber Rolle und phy- 
sidlogische Bedeutung der freien Nucleotide ist die Kenntnis der 
quantitativen Verhaltnisse in den emzelnen Organen und Organ- 
systemen. Sieht man von gelegentlichen Untersuchungen auf 
diesem Gebiet ab, so ist diesbeziiglich in der Literatur an systema- 
tischer Durcharbeitung nichts zu finden. Wohl hat die Aufklarung 
der Konstitution der beiden Codehydrasen uns ein groBes Stiick 
in der Erkenntnis weitergebracht, damit ist aber zweifellos nur ein 
geringer Bruchteil der Nucleotide in ihrer physiologischen Be- 
deutung geklairt. Hier die Basis fiir weitere Untersuchungen zu 
schaffen, war ein Zweck unserer Untersuchungen. Sie sollten aber 
weiterhin noch eine Frage klaren helfen. Landliufig wird der 
Puringehalt eines Organes meist seinem Gehalt an Nucleinsdéure- 
Purin gleichgesetzt, man spricht von Purinstoffwechsel und setzt 
ihn gleich dem Nucleinsiure-Stoffwechsel. Dabei wissen wir durch 
eine Reihe sorgfiltigster Untersuchungen, z. B. am Muskel, daf 
vom Gesamtpuringehalt des Muskels nur ein verschwindend kleiner 
Anteil auf Nucleinsiure-Purin entfallt, wahrend die weitaus iiber- 
wiegende Menge der Purinkérper den freien Nucleotiden und 
Nucleosiden zugehort. Liegen die Verhiltnisse in anderen Organen 
ihnlich? Der Beantwortung dieser Fragen dienten die Unter- 
suchungen, die dell’Acqua*) vor einigen Jahren im _hiesigen 
Laboratorium, zunichst an der Leber, durchgefiihrt hat. thr 





*) Vorliegende Arbeit lag in ihren Ergebnissen bereits Anfang 1939 
abgeschlossen vor. Da die geplante Fortsetzung mit Riicksicht auf die auBeren 
Verhaltnisse nicht méglich war, sehe ich mich veranlaBt, diesen Teil schon 
heute zu veréffentlichen. 
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weiterer Ausbau, auch in methodischer Hinsicht, war Gegenstand 
nachstehender Arbeit. 


Methodik 


Die Durchfiihrung derartiger Untersuchungen verlangt eine 
Methodik, die sich auch in Serienversuchen, ohne zu groBen Auf- 
wand an Zeit und Material, durchfiihren laBt. Die von dell’Acqua 
seinerzeit fiir die Bestimmung der Nucleotide und Nucleoside der 


. Leber verwendete Methodik von Kerr und Blish?) ergab nun Un- 


stimmigkeiten, deren Grund in der Adsorption anderer N-haltiger Be- 
standteile an die diversen Niederschlige (Uranylniederschlag, Kupfer- 
fallung) zu suchen war. In systematischen Untersuchungen, tuber 
die bereits an anderer Stelle berichtet wurde*), konnte ein groBer 
Teil der der Methodik anhaftenden Fehler eliminiert werden. Im 
wesentlichen handelt es sich dabei um die Beseitigung der Adsorp- 
tion anderer N-haltiger Stoffe an die urspriinglich von Thann- 
hauser und Czoniczer‘) zur Trennung von den Nucleosiden ein- 
gefiihrte Uranylfaillung und um die Wahl der richtigen Kupfer- 
konzentration zur Fallung der Purine nach dem Prinzip von 
Kriger und Schmidt). Die eingefiihrten Modifikationen haben 
sich durchaus bewihrt. Gewisse Schwierigkeiten ergeben sich aber 
immer noch bei der Untersuchung von Organen mit niedrigem 
Gehalt an Nucleotid- und Nucleosid-N, wie Blut bzw. Plasma. 
Wir haben hier den Eindruck, daB die Werte durchgehend etwas 
zi hoch ausfallen. Zur Bestimmung der Gesamtpurine wurde die 
von G. Schmid) ausgearbeitete Methodik in der ihr von Kuler 
und Schmid’) gegebenen Fassung herangezogen. Auch hier 
waren auf Grund systematischer Nachpriifungen Abanderungen 
erforderlich. Da sie sich im wesentlichen mit den von Edlbacher 
und Jucker’) nach AbschluB der eigenen Untersuchungen ver- 


Offentlichten decken, soll hier weiter nicht darauf eingegangen 
werden. 


Trotz aller Kautelen ergaben sich jedoch bei der Untersuchung 
gewisser Organe — in erster Linie quergestreifte Muskulatur von 
Fischen — insofern schwerwiegende Fehler, als die Summe Nu- 
cleotide + Nucleoside und freie Purine wesentlich héhere Werte 
ergab, als das direkt bestimmte Gesamtpurin. Da sich trotz aller 
Bemihungen dieser Fehler -nicht eliminieren lieB, wurde die 
Bestimmung Nucleotide und Nucleoside auf Grund der Orcin- 


reaktion versucht, iiber die in der voranstehenden Arbeit be- 
richtet wurde. 
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89 
Die einzelnen Organe 


1. Muskulatur 
a) Quergestreifte Muskulatur der Warmbliiter 


Uber den Puringehalt des Muskels liegt eine Reihe ausfiihr- 
licher Arbeiten®) vor, aus denen im wesentlichen eines hervorgeht : 
die Hauptmenge der Purine liegt als lésliches Purin vor, und zwar 
iiberwiegt ganz betrachtlich im frischen Muskel die Fraktion der 
Nucleotide, wahrend die Nucleoside mengenmafig zuriicktreten. 
Am Aufbau der Nucleotide ist fast ausschlieBlich das Adenin be- 
teiligt. Kigentliches Nucleinsiurepurin tritt gegeniiber den Werten 
der Nucleotide und Nucleoside wesentlich zuriick. Diesbeziiglich 
bringen die eigenen Untersuchungen eine volle Bestatigung der in 
der Literatur vorhandenen Werte. 


Tabelle 1%) 



































8  --§ €@8 © Faq “% <<. 
‘ : Nd. Ns.-P. 77) 
N’ RK ole) nie anieeetneansiseeSts > 
Tierart Nt. **) + £P, 9 GP. absolut) *h Anmerkung 
| 2 Katze 48,2 10,5 — — | — photom. , Hawt: 
der Nt. u. Ns. 
2. Meerschwein- } 52,3 11,7 76,5 | 12,5 | 16,3 
chen (junges Tier) | 
3. desgl.(altes Tier)} 43,3 11,2 62,0 7,5 | 12,0 : 
4. desgl.(altes Tier)| 46,7 13,3 64,6 5,6 8,3 55,2 
5, Huhn 62,2 8,9 72,2 ii 6; £ 


Augenscheinlich spielt fiir den Gehalt an Nucleinsiurepurin 
auch das Alter eine gewisse Rolle: beim jungen wachsenden Meer- 
schweinchen betragt der Gehalt an Nucleinséure-Purin rund das 
Doppelte wie beim ausgewachsenen alten Tier (vgl. Vers. Nr. 2 2, 
3 und 4). 

In einem Falle wurde neben der direkten Bestimmung ai 
die photometrische Bestimmung der Nucleotide und Nucleoside 
(vgl. 4) durchgefiihrt. Es zeigt sich, da8 praktisch der photo- 
metrische Wert mit dem durch direkte Bestimmung gefundenen 





*) Siimtliche Daten der Tabellen beziehen sich auf mg-°/, Slits 
Gewebe. Die Werte sind Mittelwerte aus mindestens zwei Bestimmungen. 
**) Nt. = Nucleotid—Purin-N. | 
***) N.d. + f.P. = Nucleosid- und freier Purin-N. ’ 
1 G.P. = Gesamt-Purin-N. Ne 
+) Ns.-P. = Nucleinsiure-Purin-N. ciaeds 
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Wert fiir lésliches Purin tibereinstimmt: 59 mg-°/, lésliches Purin 
bei der direkten, 55,2 mg-°/, als Ergebnis der photometrischen Be- 
stimmung. Diese relative gute Ubereinstimmung der Resultate 
weist zweifellos darauf hin, daB im frischen Muskel freies Purin 
praktisch keine Rolle spielt. 


b) WeiBe und rote Muskulatur 


Von einigem Interesse ist das Verhalten der roten und weifen 
Muskulatur in ihrem Gehalt an Purinen, einmal wegen der Frage, 
ob fiir das verschiedene physiologische Verhalten dieser Muskeln 
ein verschiedener Puringehalt verantwortlich ist. Bei der Rolle, 
welche die Adenosintriphosphorsiure — und um sie handelt es sich 
bei den léslichen Purinen des Muskels in erster Linie — bei den 
Kontraktionsvorgingen im Muskel spielt, wire ohne weiteres 
denkbar, daB sich die beiden funktionell so verschiedenen Muskel- 
gruppen auch wesentlich in ihrem Gehalt an ldslichen Purinen 
unterscheiden. Das ist nun nicht der Fall. 


Tabelle 2 
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' : Ns-P. _| Extrak- 
Versuch-Nr. Nt. | Nd.+f.P.] G.P. absol.| ° i tiv-N 





























+ ‘Ka aninchen. 
a) rete Muskulatur 51,6 11,2 66,- 3,2 4,8 369,6 
b) weiBe Muskulatur. [| 50,9 12,9 65,9 3,9 4,5 361,2 
8. Huhn. 
a) rote Muskulatur 44,5 7,5 51,4 — — 344,- 
b) weiBe Muskulatur [| 46,8 5,7 56,- 3,5 6,2 350,- 





Sowohl beim Kaninchen als auch beim Huhn ergeben die 
Werte fir Nucleotid-, Nucleosid- und Gesamtpurin fiir den weifen 
und roten Muskel desselben Tieres praktisch identische Werte. 
Auch fiir die Didtetik hat diese Feststellung eine gewisse Bedeu- 
tung, da noch immer die kritiklos itbernommene Anschauung von 
dem héheren Puringehalt des ,,dunklen Fleisches‘* gegeniiber dem 
, weiBen Fleisch eine Rolle spielt. Auch beziiglich des Extraktiv- 
neuen besteht fiir beide Muskelarten kein Unterschied. 


. 


¢c) Saarcreticiiee Muskulatur von Kaltblitern und Wirbellosen 


Uber die Verteilung der Purine in der Kaltbliitermuskulat ur 
hegen von brauchbaren Zahlen nur die von Parnas?!®) und seinen 
Mitarbeitern stammenden Angaben iiber die Froschmuskulatur vor. 
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Zu den eigenen Untersuchungen wurden eine Reihe heimischer 
SwBwasserfische herangezogen. MaBgebend fiir die Auswahl des 
Materials war die Fragestellung, ob sich im Gehalt der Muskulatur 
an Nucleotiden (und Nucleosiden) ein Unterschied findet zwischen 
den lebhaft beweglichen, sauerstoff bediirftigen und den tragen, 
gegen Sauerstoffmangel relativ unempfindlichen Arten. Zur Unter- 
suchung kamen so einerseits Muskulatur der Forelle (Trutta fario), 
andererseits die Muskulatur einer Reihe, der Gruppe der Cyprinidae 
angehoriger Fische — Schleie (Tinca vulgaris), Rotfeder (Scardinus _ 
erythrophthalmus), Karpfen (Cyprinus carpio) und Karausche 
(Carassius vulgaris). 

Tabelle 3 
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’ uf Y 4 > Nt.+ Nd. ° ONT 
Tierart Nt. Nd.+f.P. G.P. photometr. Extraktiv-N 
Forelle ... 47,3 14,5 46,- 45,- 336,- 
Sehleie ... 38,- 13,7 44,8 43,- 227,- 
Rotfeder . . . 33,- 17,3 36,- — - 
Karpfen . . . 22,4 10,- 35,- — : 
ara 29.6 10,6 41,— 
Karausehe . . 30,2 12,3 35,- 





Eine eindeutige Beantwortung der Frage lait sich auf Grund 
des vorliegenden Materials nicht geben. Wohl wurden nur Tiere 
verarbeitet, die lebend von der Fischhandlung bezogen waren. Wie 
lange diese aber ohne Nahrung waren, lieB sich nicht kontrolheren, 
so daB wir nicht sagen kénnen, ob in allen Fallen normale Ver- 
haltnisse vorgelegen haben. Dazu kommt als wesentlich aber das 
Versagen der direkten Methodik der Bestimmung der Nucleotide 
und Nucleoside, deren Summe in einer ganzen Anzahl von Fallen 
wesentlich héher liegt als das direkt ermittelte Gesamtpurin. Der 
Fehler kann hier nicht an der Hohe des Extraktiv-N legen, der 
eher niedriger liegt als bei Warmbliitermuskulatur. Ammoniak 
und andere fliichtige Basen sind, nach eigens darauf gerichteten 
Versuchen, in derartigen Fischmuskelextrakten auch nur in mini- 
maler Menge (wenige mg-°/,) enthalten. Es kommen also wahr- 
scheinlich nur bestimmte, fiir den Fischmuskel charakteristische 
Bestandteile des Extraktiv-N-in Frage, welche in erster Linie an 
die Uranylfiillung der Nucleotid¢ adsorbiert und weiterhin mit- 
geschleppt werden, so da8 der Nucleotidwert zu hoch ausfallt. Da 
elne, Beseitigung dieser Fehlerquelle nicht méglich war, wurde 
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hier die photometrische Bestimmung der Nucleotide und Nucleo- 
side herangezogen, die, wie die Werte in der Tab. 3 zeigen, an- 
nehmbare Resultate ergab. Aus ihnen laBt sich der Schlu8 ziehen, 
daB ebenso wie im Warmbliitermuskel freies Purin im Muskel der 
Fische praktisch nicht vorkommt. 

Von Wirbellosen wurde der. Gehalt des Fu8muskels der Maler- 
muschel (Unio pictorum) untersucht. Die Zahlen weichen nicht 
von den bei Fischen erhaltenen ab. 


Tabelle 4 


Fu8muskel von Unio pictorum 





1 | 9 | 3 | 4 




















Nt Na. + £.P Gp = 

Nt. Nd. + f.P. 5 ae ; aimee aaa 
i absolut | a 

26.3 7,8 35 — - 09 | 25 

23.8 95 39 - 5,7 14,6 


Gegeniiber den bei Warmbliitern erhaltenen Werten laBt: sich 
trotz des verhiltnismaBig geringen Materials eines sagen, da8 beim 
Kaltbliiter der Gehalt des quergestreiften Muskels am Gesamt- 
purin und dementsprechend auch an léslichem Purin wesentlich 
niedriger liegt. 

d) Glatte Muskulatur 

Als Beispiel fiir die glatte Muskulatur wurde der Muskelmagen 
des Huhnes herangezogen. Gegeniiber dem quergestreiften Muskel 
ergibt sich hier ein wesentlich geringerer Gehalt an Nucleotidpurin, 
wihrend der Gehalt an Nucleosidpurin dem des quergestreiften 
Muskels entspricht. Der wesentliche Unterschied liegt jedoch in 
dem betriachtlich héheren Anteil, welchen das Nucleinséurepurin 
an dem Gesamtpurin hat. Das entspricht schlieBlich dem Feinbau 


des glatten Muskels, der gegeniiber dem quergestreiften Muskel 
wesentlich kernreicher ist. 














Tabelle 5 
Muskelmagen (Huhn) 
ia ania | 2 | 3 | oe 
Vs.—P. 
Nt Nd. + £.P G.P mi 
absolut | > 
26,1 7,7 57,5 23.7 | 41,2 
31,- 5,6 49,5 12,9 26,6 
28.8 11,3 py ee 5,1 | 11,3 
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2. Blut 


, a) Nucleotide und Nucleoside im menschlichen Blut 
Mitterliches und fétales Blut 


Untersuchungen iiber den Puringehalt des Blutes und sein Verhalten bei 
verschiedenen Krankheiten sind von klinischer Seite mehrfach durchgefiihrt 
worden. Dabei handelte es sich meist um die Fragestellung, wie weit beim 
Gichtiker eine Verschiebung der einzelnen Fraktionen vorliegt. Aus neuerer 
Zeit sei hier auf die Untersuchungen von Coste!!) und Mitarbeitern verwiesen, 
welche beim Gichtiker keine Verschiebungen des Verhaltnisses der einzelnen 
Purinfraktionen, die sie nach Czoniczer und Thannhauser*) bestimmten, 
nachweisen konnten. Auch Untersuchungen von Weber und Schuler’), 
welche sich auf die Bestimmung der Nucleoside und Harnsaure beschrankten, 
haben beim Gichtiker nichts Wesentliches zutage geférdert. Kinzig bei malignen 
Tumoren ergab sich ein auffallend hoher Wert fiir die Nucleoside. Mit der 
Untersuchung der Nucleotidfraktion im Blute beschaftigten sich Unter- 
suchungen von Buell und Perkins'*) und Allen") mit Mitarbeitern, die sich 
der von Buell ausgearbeiteten Methodik bedienten. Die von ibnen gefundenen 
Zahlen sind hier von einiger Bedeutung. Von Buell wurde fiir das Vollblut 
beim Mann ein ‘{ittelwert fiir Nucleotidstickstoff von 5,4 mg-°/, festgestellt, 
fiir Frauen von 5,04. Auf die Kérperchen allein bezogen, betragen die beiden 
Werte 13,4 bzw. 12,2 mg-°/, Nucleotidstickstoff. Die Untersuchungen von 
Allen und Mitarbeitern haben speziell den Zusammenhang zwischen Nucleotid- 
gehalt und Erythrocytenzahl zum Gegenstand. Sie kommen zu der Fest- 
stellung, daB Nucleotidgehalt und Erythrocytenzahl weitgehend miteinander 
parallel gehen. 


Die eigenen Untersuchungen gingen zunichst einmal von 
aihnlichen Uberlegungen aus. Da nach friiheren Untersuchungen 
der der Adenosintriphosphorsaure entsprechende leicht hydrolysier- 
bare Phosphor so gut wie ausschlieBlich in den Erythrocyten 
lokalisiert ist, lag es nahe, den Zusammenhang zwischen Zahl der 
Erythrocyten und Nucleotidgehalt an einem charakteristischen 
Beispiel nachzuweisen. Ein solches ist physiologisch gegeben im 
Vergleich des miitterlichen und des — aus der Nabelschnurvene 
gewonnenen — fétalen Blutes. Bekanntlich ist die Zahl der Kry- 
throcyten beim Neugeborenen um 30—100°/, héher als die Zahl 
der roten Blutkérperchen beim normalen Erwachsenen. Im gleichen 
Verhaltnis stehen nun, wie Tab. 6 zeigt, auch die Werte fiir Nu- 
cleotidstickstoff im miitterlichen und fétalen Blut, wahrend die 
Differenzen beziiglich des Stickstoffes der Nucleoside und freien 
Purine (hier die Harnsiiure inbegriffen) nicht einheitlich sind. In 
einigen Fallen wurde auch der NichteiweiBstickstoff (Reststick- 
stoff) dieser Blute bestimmt. Die Werte fiir das Fétalblut legen 
prozentuell etwas héher, jedoch nicht in dem Mae wie die Nu- 
cleotidwerte. 
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Tabelle 6*) 



































ee ee ee eee c Mae ae a 
| oso] a cep [Summevon| G.P. direkt ' 

Nt. Nd. +£.P. 2 4.3 heattament Rest-N 
1 a. Mutter 3,1 1,9 5 5,1] — 
1b. Fétus 6,3 3,- 9,3 9,4 ~~ 
2a. Mutter 5,5 1,9 7,4 7,5 30- 
2b. Fétus 8,5 1,2 9,7 9,8 36- 
3a. Mutter 4,9 0,8 5,7 5,7 27- 
3b. Fétus 7,7 1,5 9,2 8,4 35- 

*) Simtliche Werte beziehen sich auf 100g (nicht ccm) Blut. 


Die Zahlen der Tab. zeigen gleichzeitig, daB fir das mensch- 
liche Blut, auch fir das des reifen Fétus, der gesamte Puringehalt 
durch die Fraktion der Nucleotide, Nucleoside und freien Purine 
(Harnsaure) gedeckt ist. Der Nucleinséure-Puringehalt der weiSen 
Blutkérperchen tritt, wie nicht anders zu erwarten, praktisch nicht 
in Erscheinung. Die Differenzen aus der Summe der freien Nu- 
cleotide und Nucleoside gegen die Gesamtpurine liegen durchwegs 
innerhalb der Fehlergrenzen der Methodik. 

Da8 Nucleinséurepurin fiir das menschliche Blut nicht in 
Frage kommt, zeigen auch Untersuchungen, in denen der Gesamt- 
Puringehalt des Blutes, direkt nach der Methode von Schmidt 
bestimmt, mit dem auf photometrischem, bzw. kolorimetrischem 
Wege bestimmten Nucleotid- und Nucleosidgehalt und der Harn- 


siure verglichen wurde. Die Harnsiéurebestimmungen erfolgten 
nach der Methode von Folin). 


Tabelle 7*) 






































N G.P.-N |Nt.+ Ns.-N |Harnsiiure-N [Summe von] Diff. gegen G.P. 

Name | direkt | colorimetr.| colorimetr. 3+4 abs. mg | Op 

Neuh. | 7,93 | 69 1,13 803 | +010 | + 1,26 

Neuw. 8,63 8,16 0,96 9,12 +0,49 | + 5,67 

Rohr. 7,96 7,72 0,91 8,63 +0,67 | + 8,42 

Kick. | 3,15*5| 2.35% 1,35*) 3.70 40,55 | +17,46 
*) Werte jeweils fiir 100 cem. **) Werte fiir Plasma. 


Durchgehend legen die Werte fiir die Summe der Nucleotide, 
Nucleoside und Harnsaure héher als die fiir Gesamtpurin gefun- 
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denen. Die Zahlen ergeben weiter eine relativ gute Ubereinstim- 
mung der direkten und der kolorimetrischen Bestimmung — beim 
Vollblut Abweichungen von +- 1,26 bis rund + 8,5°/,. Nur die 
Werte fiir Plasma ergeben eine die erlaubte Fehlergrenze wber- 
schreitende Abweichung von rund 17 ,0°/), die wahrscheinlich — 
~-bei den geringen zu bestimmenden Mengen im Plasma — auf die 


nicht ganz vollstiindige Erfassung der Purine durch die direkte 
Methode zuriickzufihren ist. 


b) Hiihnerblut 


Fir den Gehalt an Adeninnucleotid liegen fiir Vogelblut Werte 
von Buell und Perkins}%) vor. Danach wurden fir Taubenblut 
Werte zwischen 55 und 85 mg-°/,, fiir Hithnerblut zwischen 7,5 
und 15 mg-°/,, fir Entenblut zwischen 32 und 35 mg-°/, ermittelt, 
das ware als Nucleotid-N fiir Tauben 10,52—16,26 mg-°/,, fiir 
Hihner 1,43—2,86, fiir Knten 6,12—6,69 mg-°/,. Gegeniiber den 
auffallend niedrigen Werten, die von Buell und Perkins beim 
Hihnerblut gefunden wurden, liegen unsere Werte fiir dieses Blut 
durchgehend héher und betragen fiir Nucleotid-N das 2—3fache 
der von den amerikanischen Autorinnen angegebenen Werte. 


Tabelle 8*) 



































ae SD 
Versuch-Nr. Nt. Ns. eee Anmerkung 
H,....{] 850%] 7,78*|[ 45,33*5| Rest-N = 80,44 mg-°, 
HH, Vollblut 591 7,46 37,80 

Plasma . 2,94 3,92 — Kérperchen-Volumen =31,} °/, 
ek ee 5,18 6,16 —- Harnsiiure-N = 1, mg-°/, 


*) Werte fiir 100 ccm Blut bzw. Plasma. 
**) Werte fiir 100g Blut. 


Gegeniiber den Werten am menschlichen Blut ergibt sich ein 
wesentlicher Unterschied insofern, als der Nucleosid-N fast gleich 
bzw. betrichtlich iiber dem Nucleotid-Wert liegt. Wahrend der 
Nucleosidwert beim menschlichen Blut zu rund 50°/, von der Harn- 
siiure bestritten wird, ist der Anteil der Harnsiiure im Hihnerblut 
nur rund 17°/,. Vom Gesamtbestand der Purine entfallen rund 
ein Drittel auf die léslichen Purine, der prozentuelle Anteil an 
Nucleinsaéurepurin ist in beiden untersuchten Fallen fast gleich: 
64,1 bzw. 64,6°/, des Gesamtpurins. 
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3. Leber 
a) Nucleotid- und Nucleosidgehalt der Leber 


- Untersuchungen iiber den Gehalt der Leber an freien Nucleo- 
tiden, Nucleosiden und -Purinen und das Verhalten dieser Frak- 
tionen unter verschiedenen Bedingungen wurden von dell’Acqua 
seinerzeit durchgefiihrt. Da in diesen Untersuchungen noch die 
alte Methode von Kerr und Blish zur Anwendung kam, wurden 
nach der verbesserten Methodik eine Anzahl Bestimmungen zur 
Kontrolle durchgefiihrt. Fir das frische Organ ergaben sich im 
allgemeinen die gleichen Werte wie bei dell’Acqua, doch zeigte 
sich, daB die fiir die Autolyseversuche angegebenen Werte fiir 
Nucleinséurepurin nach der urspriinglichen Methode wesentlich zu 
hoch ausgefallen sind. Unsere Ergebnisse sind in Tab. 3 zusammen- 
gestellt. Sie zeigen fast durchgehend, da8 der Gehalt an Nuclein- 
siiurepurin unter dem der léslichen Purine liegt. In einigen Fallen, 
vel. Versuch 3 und 4, wurde auch die kolorimetrische Bestimmung 
der. Nucleotide und Nucleoside durchgefiihrt. Wahrend in dem 
eimen Fall (Nr. 4 der Tab. 9) die Werte praktisch tbereinstimmen 
— fir die Summe Nucleotid-N + Nucleosid-N + freies Purin 
54,5 mg-°/,, kolorimetrisch gefunden 58 mg-°/, —, ergibt sich im 
zweiten Fall (Nr. 3 der Tab. 9) eine die sonstige Fehlerbreite iiber- 
steigende Differenz zugunsten der direkten Bestimmungen, deren 
Summe 64,4 mg-°/, ergibt, gegen nur 55,2 mg-°/, der kolorimetri- 
schen Bestimmung. Da der Nucleotidwert den Nucleosidwert be- 
trachtlich iibertrifft, muB diese Differenz auf freies Purin bezogen 


werden, das ja mit der kolorimetrischen Methodik nicht erfaBt 
wird. 

















Tabelle 9 
= .  ) -S a 2 8 ee Se Se 
' . » Nt. + Nd. . 
Tierart _ Nt. Nd. + f.P. ‘| ph niet G.P. Ns.-P. 
1. Meerschweinchen 34.7 — ~~ 73,7 . 30,6 
2. os 35,2 24,5 —- 105,4 45,7 
| 2 me 46,2 18,2 55,2 102,6 38,2 
y ey um 39,2 15,3 58,0 94,5 40,0 














b) Isolierung und Identifizierung 
der Adenosintriphosphorsiure aus Leber 
_. Die nicht unbetrichtlichen Werte fiir freie Nucleotide, die in 
der Leber gefunden wurden, legten es nahe, nochmals die Isolierung 
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der Adenosintriphosphorsiure aus diesem Organ zu versuchen. 
In Untersuchungen mit Pany?*) wurde seinerzeit das Vorhanden- 
sein einer leicht hydrolysierbaren Phosphorsiurefraktion in der 
Leber und deren Rolle bei der Glykogenolyse nachgewiesen. Ver- 
suche mit Filz?’), diese Fraktion des leicht hydrolysierbaren Phos- 
phors als Adenosintriphosphorsiiure zu identifizieren, waren fehl- 
geschlagen. 

Neuerliche Versuche, mit der sonst am Muskel bewihrten 
Methodik zum Ziel zu gelangen, ,schlugen, auch bei Verwendung 
gréBerer Organmengen, wiederum fehl. In der von Eggleton und 
Mitarbeitern?*®) angegebenen EnteiweiSung wurde nun eine 
Methodik gefunden, welche zum Ziele fiihrte. Eggleton hat das 
semerzeit von Pinkus!%) fir die EnteiweiBung vorgeschlagene 
wasserfreie Natriumsulfat zur Herstellung von eiweiBfreien Organ- 
extrakten neuerlich . -geschlagen. Die Verwendung des wasser- 
freien Natriumsulfates hat den Vorteil, daB die iiberwiegende Menge 
des das Eiwei8 vollkommen fallenden Salzes bei Abkithlung auf 0° 
als kristallisiertes Natriumsulfat (Na,SO,°10H,O) ausfallt und so 
eine wesentliche Konzentrierung der léslichen Gewebsbestandteile 
erreicht wird. Mittels dieser Ente:weiBungsmethode wurden Kon- 
zentrate aus Leber erhalten, aus denen es schhieBlich gelang, mit 
geringer Abinderung unserer urspriinglichen Methodik die ATP 
abzuscheiden. 

Im einzelnen gstaltet sich die Isolierung wie folgt: 250 g Leber (Kanin- 
chen) wurden unter Eiskiihlung in der Fleischmihle vermahlen und der Brei 
mit 108 g wasserfreiem Natriumsulfat in der Porzellanschale zu einer gleich- 
maBigen Paste verrieben. Auf dem Wasserbad wurde nun auf 32° erwarmt 
und durch ein Koliertuch in einer angewarmten Saftpresse ausgepreBt. Der 
vollkommen klare, leicht gelbgriin gefarbte PreBsaft — 85 ccm — wurde nun 
auf 0° abgekihlt, vom auskrystallisierten Natriumsulfat abgesaugt. Das 
Filtrat — 28 com —, das starkste Orcinreaktion gab, wurde nach der Calcium- 
cbloridmethode!5) auf ATP-Silbersalz verarbeitet. Ausbeute an Ag-Salz 
103 mg. 

Das derart erhaltene Ag-Salz erwies sich bei der Analyse als nicht ganz 


rein. Wohl stimmte das Verhiltnis N:P, aber die N- und P-Werte lagen 
betrachtlich itiber den Werten fiir das 3Ag-Salz der ATP. 


N-Bestimmung (Mikro-Kjeldahl): 5,389, 5,128 mg Subst.: 3,76, 
3,48 ccm 0,01 n-H,SO,. — P-Bestimmung (Pregl-Lieb): 3,391, 3,992 mg 
Subst.: 29,628, 55,454 mg Ammoniumphosphormolybdat. 


CyoH,,0,.NgP,Ag, Ber. N 8,52 P 11,25 
oe Gof, 9,76, 9,69 4» 12,69, 12,90. 





Um bei der Reinigung nicht iiberfliissig Material zu verlieren, wurde die 
Uberfiihrung des Silbersalzes in das krystallisierte Acridinsalz nach Wagner- 


_ 
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Jauregg®°) durchgefiihrt. 78 mg Ag-Salz wurden im Zentrifugenrébrchen 
mit 1,5 ccm Wasser und 0,4 ccm n-HCl versetzt und nach Schitteln zentri- 
fugiert. Das klare Zentrifugat wurde in ein Zentrifugenglas abgegossen und 
der AgCl-Niederschlag 2mal mit je 0,5 com Wasser nachgewaschen. Das mit 
den Waschwassern vereinigte Zentrifugat wurde mit einer heiBen Lésung von 
64 mg Acridin in 1,2 ccm 0,5 n-HCl versetzt. Zu dem sofort ausfallenden 
gelben Niederschlag wurde nun 2 n-NaOH bis zur eben noch kongopositiven 
Reaktion zugefiigt, sofort zentrifugiert, je einmal mit Alkohol—-Ather und 
Ather gewaschen und aus wenig heiBem Wasser umkrystallisiert. Ausbeute 
11,3 mg, mikroskopisch kugelige Aggregate von nadelférmigen Krystallen. 


N-Bestimmung (Mikro-Kjeldahl): 3,765 mg Subst.: 3,03 ccm 0,01 n- 
H,SO,. — P-Bestimmung (Pregl-Lieb): 3,762 mg Subst.: 27,482 mg Ammo- 
niumpbosphormolybdat. 

CoH ,¢0,,NsP,°2C.,HyN (ATP:-2Acridin) Ber. WN 11,31 P 10,72 
Gef.  ,, 11,29 ~ 30ST. 


Schmelzpunkt (Mikroschmelzpunkt nach Kofler) = 209°C. 


Damit erscheint erstmalig die ATP aus Leber isoliert und mit der 
des Muskels identifiziert. 


4. Niere, Pankreas, Gehirn, Milz, Thymus 


Die Untersuchungen von Niere, Pankreas, Gehirn, Milz und 
Thymus wurden auch von dem Gesichtspunkte aus durchgefiihrt, 
das Verhaltnis der léslichen Purine zu den unléslichen Nuclein- 
siurepurinen festzustellen. Gelten doch diese Organe durch ihren 
hohen Gehalt an Nucleinsiuren als besonders purinreich. Wie 
nun aus nachstehender Tab. 10 ersichtlich ist, spielen in all 
diesen Organen die léslichen Purine eine recht betrachtliche Rolle. 
Wahrend beim Thymus vom Gesamtpurin rund 22°/, léslich sind, 
finden wir bis itber 75°/, lésliches Purin in der Niere. 

Im einzelnen ist zu diesen Versuchen noch folgendes zu _ be- 
merken. Bei der Niere wurden in einem Versuch auch Rinden- 
und Markanteil getrennt verarbeitet, von der Voraussetzung aus- 
gehend, da8& bei der funktionellen Verschiedenheit dieser Anteile 
méglicherweise auch Verschiedenheiten in dem Gehalt an Purin 
nachweisbar waren. Das ist nun praktisch nicht der Fall. Der 
relative Gehalt der Niere an léslichen Purinen ist wesentlich héher 
als der der Leber. Bei der Rolle, welche das Adeninnucleotid so- 
wohl im Coferment als auch als freies Nucleotid bei der Glykolyse 
spielt, driickt sich in dieser relativen Uberlegenheit der Niere viel- 
leicht auch ihre wesentlich gréBere Fahigkeit zur Glykolyse aus. 
Steht doch die Niere in ihrer glykolytischen Fahigkeit unmittelbar 
hinter dem quergestreiften Muskel. 
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Tabelle 10 
] | 2 | 3 | 4 | 5 | 6 
Tierart, Organ Nt. |Na.+¢P.] &P. Ns-P, 0] Extrak- 
a absolut oe tiv-N 
Niere. | 
Kaninchen ... . | 44,2 9,2 — ronan weer 
- Rinde . . | 39,2 17,4 73,5 16,9 | 23,- 
‘a Mark . . | 39,2 20,4 80,5 209 | 26- 
Pankreas. 
Kalb (1 Monat alt) 34,3 18,- 141,] 88,8 63,- 
, (1, Jahre alt)| 62,7 | 21- |1789 | 952) 532 
Gehirn. | 
Kaninchen ... . 14,6 13,7 45,— 1,7 | 7,1 151,2 
mr ek ee 12,- 15,6 41,4 13,8 | 33,3 144,2 
Milz. 
Kaninehen ... . | 44,2 9,2 —- |; — 
aes 23,2 113,6 58,5 51,5 
Thymus. 
Kalb (1 Monat alt) | 32,3 | 31,9 | 297,4 [| 233,2 | 78,4 
» (1'/, Jahre alt) | 34,8 60,6 296,5 | 201,1 | 67,8 

















Beim Pankreas, das wir unmittelbar nach der Schlachtung 
noch lebenswarm, ebenso wie die beiden Thymus, verarbeiten 
konnten, sei besonders auf die Zunahme der Fraktion der Nucleo- 
tide hingewiesen, die bei dem alteren Tier nachweisbar ist. Gerade 
beim Pankreas wire eine praparative Untersuchung dieser Fraktion 
besonders wiinschenswert. Ist doch aus Pankreas von Bang”). 
Guanylsiure isoliert worden. Orientierende Versuche, wie sie bei 
dem geringen Material nur méglich waren, an den Barytfaillungen 
der Trichloressigsiure-Extrakte ergaben fir die Fraktion, in welcher 
die Adenosintriphosphorsiure vorhanden sein sollte, een Gehalt 
an leicht hydrolysierbarem Phosphor, entsprechend rund 18°/, des 
gesamten organisch gebundenen Phosphors. Das Verhaltnis N:P 
betrug 5:2,7 statt 5:3. Es kann daraus auch auf das Vorhanden- 
sein der ATP im Pankreas geschlossen werden. Die der Adenyl- 
siure entsprechende Fraktion der Baryumsalze ergab eine Hydro- 
lysenkurve, wie sie von der Adenylsiure zu erwarten war, das Ver- 
haltnis N:P betrug hier 5:2,1 statt 5:1. Fir praparative Ver- 
arbeitung reichte das Material nicht aus. 


Beim Gehirn (graue und weiBe Substanz zusammen) fallt 
besonders das Verhiiltnis Nucleotid-N zu Nucleosid-N auf. Wahrend 
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in fast allen bisher untersuchten Organen dieses Verhiltnis 2:1 
oder dariiber ist, liegt es hier bei 1:1 ja sogar unter 1 zu un- 
gunsten der Nucleotide. 

Beim Thymus ist das Verhaltnis Nucleotid zu Nucleosid bei 
dem jungen Tier annéhernd 1:1, verschiebt sich aber bei dem 
ilteren untersuchten Tier gewaltig zugunsten der Nucleoside. In 
dieser Verschiebung der Relation Nucleotide zu Nucleoside ist 
moglicherweise der Ausdruck fiir die in diesem Alter beim Rinde 
bereits einsetzende Involution des Thymus zu sehen. Auch beim 
Thymus wurden, wie beim Pankreas, praparative Vorversuche 
gemacht, die jedoch gleichfalls zu keinem verwertbaren Ergebnis 
fihrten. 


5. Mannliche Generationsorgane von Fischen 
und Wirbellosen 


a) Nucleotid- und Nucleosidgehalt in den 
mannlichen Generationsorganen einheimischer SiBwasserfische 


Die Beschrainkung der Untersuchung auf die mannlichen Ge- 
nerationsorgane von Fischen erfordert eine Begriindung. Beim 
Siugetier enthalt das Ovarium neben den eigentlichen, der Fort- 
pflanzung dienenden Zellen noch reichlich anderes Gewebe, das, 
reich an Reservestoffen, zum Teil auch der Hormonproduktion 
dient. Mit dem Alter ergeben sich auch erhebliche Schwankungen 
im Bindegewebsgehalt. Die weiblichen Generationsorgane niederer 
Wirbeltiere, Rogen, Laich, scheiden wegen ihres Reichtums an 
Reservestoffen und Hiillsubstanzen ebenfalls aus. Beim Hoden des 
Sdugers liegen die Verhialtnisse éhnlich wie beim Ovar, hier ist der 
Bindegewebsgehalt derart wechselnd, da8 nur eine laufende mi- 
kroskopische Kontrolle zu eindeutigen SchluBfolgerungen fiihren 
kann. Dazu kommt, daB die eigentlichen Generationszellen nach 
erfoleter Reife nicht im Hoden, sondern in der Samenblase zu 
suchen sind. Auf ihre Untersuchung kam es uns aber aus ver- 
schiedenen Griinden besonders an. Die Beschrinkung auf Fische 
und Wirbellose eréffnete aber auch die Méglichkeit, verschiedene 
Reifegrade erfassen zu kénnen und damit vielleicht weitere Ein- 
blicke in das physiologische Geschehen zu erhalten. 

Zur Untersuchung gelangten zunichst Generationsorgane bzw. 
Spermien von Karpfen (Cyprinus carpio), der Karausche (Carassius 
vulgaris), der Schleie (Tinca vulgaris), Rotfeder (Scardinus ery- 
throphthalmus) und Rotauge (Leuciscus rutilus), simtliche aus der 
Klasse der Cypriniden, ferner der Forelle (Trutta fario) und Regen 
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bogenforelle (Trutta ehasta) aus der Klasse der Salmoniden, und der 


Barsch (Perca fluviatilis) als Stachelflosser (Acanthopterygia). Die 
Ergebnisse sind in Tab. 11 zusammengestellt. 


Tabelle 11 

















a See | 3 | 4 
Tierart Nt. Nd. + f.P. G.P. 
Karpfen.... . 25,4 51,9 277,5 
a ee 30,2 59,4 281,- 
‘ oe ae 28,- 84,- — 
Karausche... . 30,2 12,3 183,- 
Sehleie ..... 15,8 21,2 96,2 
Rotfeder .... — — 156,- 
Rotauge..... 23,8 15,3 -—- 
a Bh. ine 8 31,1 12,7 — 
Forelle ..... 22,9 58,5 779,5 
_ a Or ae er 25,2 45,8 650,- 
Regenbogenforelle 23,5 12,- 448,— 
“i 31,8 15,2 914,- 
is 21,2 16,5 -— 
Barsch .... 20,3 10,3 
Rotfeder. . .. 24,7 19,5 — 











Auffallend in den Zahlen der Tab. 11 ist das wechselnde Ver- 
haltnis des Nucleotid- zum Nucleosidgehalt. Wahrend bei den 
sonst untersuchten Organen dieses Verhaltnis ziemlich konstant 
ist, sehen wir hier bei einer Art (Karpfen) ungeheure Schwan- 
kungén. Auch im Gehalt an Gesamtpurin ergeben sich betracht- 
liche Schwankungen (vgl. die Zahlen bei der Regenbogenforelle). 
Es war naheliegend, hierin den Ausdruck fiir verschiedene Grade 
der Reifung zu erblicken. 


b) Das Verhaltnis Nucleotid- zu Nucleosid-N 
in verschiedenen Reifungsgraden der Spermien 


Da von heimischen SiBwasserfischen Material verschiedenen 
Reifungsgrades nicht zu erlangen war, haben wir die Unter- 
suchungen auf einen Meeresfisch, Gadus merlangus (Khiesche) be- 
schrinkt. Wir sind Herrn Dr. Hertling von der staatlichen bio- 
logischen Anstalt auf Helgoland zu groBem Dank verpflichtet, dab 
er uns das Material an Ort und Stelle klassifizierte und fiir unsere 
Untersuchungen vorbereitete. Der Bewertung des Reifegrades 
wurde die von Heinke durehgefiihrte Einteilung in der von 
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H. N. Meier??) ergiinzten und umgestalteten Fassung zugrunde 
gelegt*). 
Tabelle 12 


























Reifegrad Nt. Ns.-f.P. Extraktiv-N 
iil 27,4 63,2 273. 
IV 60,5 103,5 485 
V 76,1 186,1 728 
VI 55,— 144,7 568 











Es zeigt sich nun eindeutig, daB mit zunehmender Reifung der 
Gehalt an Nucleotiden und Nucleosiden gewaltig zunimmt, fast 
um das dreifache, um mit erlangter Reife wieder abzusinken. 
Leider gestattete das geringe Material nicht die Bestimmung der 
Gesamtpurine. Parallel mit dem Ansteigen des Nucleotid- und 
Nucleosid-N geht auch ein Anstieg des Extraktiv-N, eme Er- 
scheinung, die wohl auf mit der Reifung einsetzende Abbauprozesse 
zu beziehen ist. Physiologisch ist das Verhalten der Nucleotid- und 
Nucleosidfraktion bei der Reifung von mancherlei Gesichtspunkten 
interessant. Es deutet darauf hin, dab diesen Fraktionen eine be- 
stimmte Funktion bei der Befruchtung zukommen muB. Dies- 
beziiglich sei an die Untersuchungen von F. G. Fischer und Mit- 
arbeitern?’) erinnert, nach denen die Adenylsiure eine der physio- 
logischen Substanzen ist, denen eine Induktionswirkung im Sinne 
von Spemann zukommt. Sollten beim Sauger ahnliche Verhilt- 
nisse vorliegen, so kinnte man den Nucleotiden auBer dieser Rolle 
noch eine Bedeutung als Puffersubstanzen zusprechen. 





*) Anmerkung: Reifegrad I, Stadium jugendlich: Hoden glas- 
hell durchsichtig, farblos bis grau; klein. II Ruhe: Hoden triibe, grau-rotlich, 
durchscheinend; klein. III Vorbereitung: Hoden undurchsichtig, rétlich, 
reich an BlutgefaBen; klein. IV Zusammendrangung: Hoden ritlich-weiB bis 
weiB; noch klein; beim Driicken kein Spermatropfen; prall; die einzelnen Blut- 
gefaBe deutlich auf dem Grunde verfolgbar. V Streckung: Hoden undurcb- 
sichtig wei8; definitive Lange vollkommen érreicht; beim Driicken ein zaher 
Tropfen von weiBem Sperma; Wande prall. VI Laichreife: Hoden undurch- 
sichtig weiB; definitive Lange; beim Driicken flie8t das Sperma als ,,Milch“ 
ab; Wande weich. VII Halbausgelaicht: Hoden undurchsichtig weiB mit 
schwacher Rétung; etwas verkiirzt; beim Driicken flieBt Sperma aus. Wande 
schlaff und weich. VIII Ausgelaicht: Hoden dunkelrot bis grau-rétlich; 


stark verkiirzt, kein Sperma mehr; Wande sehr schlaff; reich an Blutgefi8en. 
Allmahlich in Stadium IT wbergehend. 
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¢) Wirbellose (Cancer pagurus) 


In emer Reihe von Untersuchungen wurden die Verhiltnisse 
bei einem wirbellosen Meerestier, dem Taschenkrebs (Cancer pa- 
gurus) untersucht. Das Material wurde bei einer Studienfahrt nach 
Helgoland selbst gesammelt und die Generationsorgane an Ort und 
Stelle sofort fir die Verarbeitung vorbereitet. Die Ergebnisse zeigt 
nachstehende Tab. 13. 

Tabelle 13 
































1 | 2 | 3 | 7 
Vers.-Nr. Nt. Ns. + f.P. Ektraktiv-N 
63,4 79,4 587,- 

C, 62,- 76,2 641,- 

C, 85,- 67,6 525,- 








Der Orientierung halber wurden in den Trichloressigsiéure- 
extrakten anorganischer und gesamtsaureléslicher Phosphor be- 
stimmt und die Hydrolysenkurven nach Lohmann*‘) aufge- 
nommen. Nach den Daten der Hydrolysenkurve sind in diesen 
Spermien zwischen 19,1—54,3°/, des organischen saureldéslichen 
Phosphors auf Adenosintriphosphorsiure zu beziehen. 


Tabelle 14*) 
1 | 2 | 3 | 4 | 7 dD pie 


leicht hydroly-|_ _ ATP-P berechnet _ 
Vers.-Nr. } Gesamt-P | Anorg. P sierbarer P | absolut >/, d.org.geb. P 



































C, 2,825 0,724 0,420 0,630 | 32,3 
C., 1.778 0,670 0.403 0604 | 545 
C., 1532 0,497 0,132 0,198 | 19,1 
Crp 1673 0,522 0,191 0287 | 249 


*) Siimtliche Werte berechnet als mg P auf 1g Substanz 


Die betrachtlichen Differenzen im Gehalt an leicht hydrolysier- 
barem Phosphor (ATP-Phosphor) diirften auch hier auf den ver- 
schiedenen Reifegrad zu beziehen sein. 


d) Praparative Versuche 


Die mégliche physiologische Bedeutung der freien Nucleotide 
in den Spermien lieB es wiinschenswert erscheinen, durch pripara- 
tive Darstellung Adenosintriphosphorsiure bzw. Adenylsiure in 
diesem Material sicherzustellen. 
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Die Versuche wurden zunachst an Karpfenmilch durchgefiihrt. 220 ¢ 
unreifer Karpfenmilch wurden in der iiblichen Weise mit 10°/,iger Trichlor- 
essigsiure extrahiert und das Filtrat auf die Bariumsalze der ATP und Adenyl- 
saure verarbeitet. Die der ATP entsprechende Barytfallung gab wohl intensive 
Orcinreaktion, enthielt jedoch nach der Analyse und Hydrolysenkurve noch 
betrachtliche Mengen anorganischen Phosphats und organisch gebundene, 
schwer hydrolysierbare Phosphorsiure. Da die Reinigung der Ba-Salze durch 
wiederholtes Umfallen nach Lobmann™) zu groBen Verlusten fiibrt, ent- 
schlossen wir uns, von dem upreinen Ba-Salz direkt das Acridinsalz nach 
Wagner-Jauregg”°) herzustellen. Die mikroskopiscbe Untersuchung des 
Acridinsalzes ergab nun neben den fiir ATP-2Acridin typischen kugeligen 
Aggregaten von Nadeln noch derbe prismatische Krystalle, wie sie fiir das 
Salz Adenylsaure-1Acridin typisch sind. Fiir ein derartiges Gemisch sprach 
auch das Analysenergebnis. 


N-Bestimmung (Mikro-Kjeldahl): 3,209, 4,914 mg Subst.: 2,90, 
4,21 ccm 0,01 n-H,SO,. — P-Bestimmung (Pregl-Lieb): 6,400 mg Subst.: 
36,75 mg Ammonium-phosphormolybdat. 
Fir ATP-2Acridin, C,)H,,0,,;N,P3:2C,3HyN Ber. N 11,31 P 10,72 
Fiir Adenylsaure-1 Acridin, C,9H,,0,N;P-C,3H N 
Ber. N 15,45 P 5,70 
Gef. ,, 12,65, 11,99  ,, 8,34, 


Um die Annahme eines Gemisches von ATP und Adenylsaure zu stiitzen, 
wurde der Rest des Acridinsalzes nach Wagner-Jauregg zerlegt und in der 
Lésung der Nucleotide Gesamtphosphor und leicht hydrolysierbarer P nach 
Lohmann bestimmt. Bei einer Gesamt-P-menge von 1,27 mg wurden 
0,544 mg leicht hydrolysierbarer P gefunden. Rechnet man daraus auf ATP 
um, so wiirde ein Gemisch von 68,15°/, ATP und 31,85°/, Adenylsaure vor- 
liegen. 

° Unter dieser Voraussetzung wurden nun die Analysenwerte zuriick- 
gerechnet. Fiir die Einwaagen zur N-Bestimmung von 3,209 bzw. 4,914 mg 
ergab sich rechnerisch ein Verbrauch von 2,89 bzw. 4,43 ccm 0,01 n-H,SO,, 
dem die tatsichlich verbrauchten Werte von 2,90 bzw. 4,21 ccm 0,01 n-H,SO, 
gegeniiberstehen. Fir die P-Bestimmung errechnet sich unter der gleichen 
Annahme von 68,15°/, ATP und 31,85°/, Adenylsaure fiir die Einwaage von 
6,400 mg eine Auswaage an Ammoniumphosphormolybdat von 39,46 mg, der 


gefundene Wert betragt 36,75 mg. 

Die berechneten Werte stimmen soweit mit den analytisch ge- 
fundenen Daten tiberein, daB die Annahme des Vorliegens eines 
Gemisches von ATP und Adenylsiure GewifSheit beanspruchen 
kann. 

Auf die Isolierung der Adenylsiure richteten sich Versuche an 
Filtraten von Generationsorganen von Cancer pagurus. Da in dem 
vereinigten Material — 180 ccm Filtrat — die Menge des leicht 
hydrolysierbaren P nicht ganz 20°/, des organisch gebundenen P 
ausmachte, wurde von vornherein auf die Isolierung der ATP ver- 
zichtet, und aus dem durch Alkohol fallbaren Anteil der Ba-Salze 
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die Adenylsiure versucht darzustellen. Die Ba-Fallung — 0,529 ¢ 
mit einem Ba-Gehalt von 21,28°/, Ba — wurde mit der berechneten 
Menge H,SO, zerlegt, vom BaSO, zentrifugiert und die wber- 
stehende Lésung mit einem reichlichen Uberschu8 von Aceton 
gefallt. Beim Stehen iitber Nacht im Eisschrank schied sich eine 
gelbe, dlige Masse ab, die in wenig heiBem Wasser aufgenommen 
wurde. Nach Abkihlen und Filtrieren wurde mit Aceton bis zur 
beginnenden Triibung versetzt und im LEisschrank tiber Nacht 
stehen gelassen. Die abgeschiedenen gelblich-weiBen Nadeln 
zeigten mikroskopisch das gleiche Aussehen wie Adenylsiure. 
Schmelzp. (Mikrobestimmung nach Kofler), richtiger wohl Zer- 
setzungsp.: 194°, 

Damit ist fiir dieses Material das Vorkommen freier Adenyl- 
saure sichergestellt. 


6. Maligne Tumoren 


Von besonderem Interesse schien zur Erginzung der vorliegen- 
den Daten die Untersuchung maligner Tumoren zu sein. Zuniachst 


‘gelangte eine Reihe menschlicher Tumoren zur Untersuchung. 


Das Material verdankt das Laboratorium dem Entgegenkommen 
von Prof. Finsterer, der es unmittelbar nach der Operation zur 
Verfiigung stellte. So gelangten die Carcinome spatestens 45 Mi- 
nuten nach der Entnahme aus dem K6rper zur Verarbeitung. Wo 
die Menge es zulieB, wurde die direkte Bestimmung der Nucleotide, 
Nucleoside und des Gesamtpurins durchgefiihrt. 


Wie die Zahlen der Tab. 15 zeigen, ist der Anteil des léslichen 
Purins bei diesen Tumoren nicht gering und betragt zwischen 43 
bis rund 66°/, des Gesamtpurins. Auffallend ist der niedrige Gehalt 
an Gesamtpurin, der in dem skirrhésen Charakter der untersuchten 
Tumoren seine Erklirung findet. Dabei zeigt sich, abnlich wie 


beim Gehirn, ein Uberwiegen des Nucleosidstickstoffes vor dem 
Nucleotidstickstoff. 


Tabelle 15 





1 | 9 | 3 | 4 | 5 
































r * . ‘ Summe von 2+3 
> 
Art des Tumors Nt. Nd. + f.B. G.P. in */, von 4 
Mamma-Ca .... 13,- 30,5 — — 
‘i Bigs Gg 13,4 19,3 49,5 66,2 
Magen-Ca .... 13,- 21,4 79,- 43,5 
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Dieses Verhalten kénnte bedingt sein durch den unvermeid- 
lichen Zeitverlust zwischen der Exstirpation des Tumors und seiner 
Verarbeitung. Aus dieseni Grunde wurde eine Reihe von experi- 
mentellen Tumoren in den Bereich der Untersuchung gezogen. Das 
Tiermaterial verdankt das Laboratorium dem Entgegenkommen 
von Herr Hofrat Gerlach vom Tierseucheninstitut in Médling, 
dem auch an dieser Stelle verbindlichst gedankt sei. 

Es gelangten so zur Untersuchung das Ehrlichsche Adeno- 
carcinom der Maus, das Jensen- und das Flexnersarkom bei 
der Ratte sowie das Ronussche Sarkom beim Huhn. Die Ergeb- 


nisse zeigt-“ab. 16. P 
: Tabelle 16 





l | 2 | 3 | 4 | D 

















. ; 4 : Sumime yon 2-3 
Art des Tumors Nt Nd. + f.P. (.P. in /, von 4 
— a — Jt —S— a vce senor moran = 
Adenoearcinom . 
(Ehrlich) | . " 
ee Se ee we 2.6 14,8 145,8 18.7 
re ee S2.é 16.8 103,9 37.9 
Jensen-Sarkom 7 
| Se ee 14.8 12,- 143,- 18.4 
Flexner-Sarkom y 
ee ee ew a ae S.1 lj,- & 1213 ?0,7 
Rous-Sarkom | 
eee ss ee ee 16,2 13,7 78,8 29,9 
ae 








Gegeniber den menschlichen Tumoren liegt der Gesamt- 
puringehalt dieser experimentellen Tumoren fast durchgehend 
hoher. Dementsprechend tritt auch der prozentuelle Anteil der 
léshchen Purine zuriick und belauft sich auf 18,7—38°/, des Ge- 
samtpuringehaltes. Auch hier fallt der relativ hohe Anieil des 
Nucleosid- und freien Purin-Stickstoffs auf. 

Kolorimetrische Untersuchungen, die parallel mit der direkten 
Bestimmung durchgefiihrt wurden, ergaben, da& zumindest beim 
Ehrlichschen Adenocarcinom der Anteil des Nucleosid- und freien 
Purinstickstoffes so gut wie ausschlieBlich auf freies Purin zu be- 
zichen t. Da aber gerade das Ehrlichsche Mausecarcinom un- 
gemein ieicht zu Nekrosen neigt und bei aller Vorsicht der Pripa- 
rierung es nicht ausgeschlossen ist, daB trotzdem nekrotisches Ge- 
webe mitverarbeitet wurde, sind die Zahlen mit einiger Reserve 
aufzunehmen. Hier kénnte nur die mikroskopische Kontrolle ent- 
scheiden, deren Durchfiihrung uns jedoch nicht moglich war. 
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Tabelle 17 
} ak = a ee. 
Art des Tumors Nt. Nd. + fp, | Summe von} Nt. + Nd. 
2+ 3 photometr. 
Adenoearcinom 12,6 14,8 27,4 13,5 
(Ehrlich) 22,7 16,8 39,5 17,5 
Flexner-Sarkom 8,1 17,- 25,1 90,~ 














Bei der Ahnlichkeit, welche der Stoffwechsel des embryonalen 
Gewebes nach den Untersuchungen Warburgs mit dem des Tu- 
morgewebes zeigt, schien ein Vergleich beider Gewebe von einigem 
Interesse. Durch einen glicklichen Zufall konnten einige Meer- 
schweinchen-Embryonen verarbeitet werden. Bei der Kleinheit 
der Embryonen war eine Differenzierung der Gewebe nicht méglich. 
Sie muBten im ganzen verarbeitet werden. Auch reichte das Ma- 
terial nicht zur Bestimmung der Gesamtpurine. Die Werte fiir 
Nucleotide und Nucleoside ergaben nun gegeniiber dem Tumor- 
gewebe einen insofern deutlichen Unterschied, als hier der Nucleo- 
tidstickstoff den Nucleosidstickstoff bei weitem iiberwiegt (Nucleo- 
tid-N 18,5 mg-°/,, Nucleosid-N 7,8 mg-°/,). 


7. Diskussion der Ergebnisse 


Uberblickt man das Ergebnis der vorliegenden Untersuchungen, 
so zeigt sich zunachst einmal, daB, entgegen der auch heute noch 
weit verbreiteten Ansicht, der Anteil des Nucleinséutepurins 
am Gesamtpuringehalt eines Organes wesentlich niedriger ist, 
als gemeinhin angenommen wird. Den geringsten Anteil der Nu- 
cleinsiuren am Gesamtpuringenalt zeigt die quergestreifte Musku- 
latur, und in dieser Hinsicht finden sich zwischen Warmbliitern und 
Kaltblitern, zwischen Wirbellosen und Wirbeltieren keine wesent- 
lichen Differenzen. Durchschnittlich betraigt der Anteil des Nu- 
cleinsiurepurins am Gesamtpurin unter 10°/,. Uber 90°/, des Ge- 
samtpuringehaltes der quergestreiften Muskulatur sind auf die 
loslichen Purine, Nucleotide und Nucleoside, zu beziehen. 

An zweiter Stelle, was den Gehalt an léslichem Purin anlangt, 
steht die Niere mit rund 75°/, léslichem Purin, dicht gefolgt von der 
glatten Muskulatur, bei der der lésliche Purmgehalt rund 74°/, 
betragt. Es folgen dann Gehirn, Leber, Milz, Pankreas und 
Thymus. 
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Dieses Verhalten kénnte bedingt sein durch den unvermeid- 
lichen Zeitverlust zwischen der Exstirpation des Tumors und seiner 
Verarbeitung. Aus diesem Grunde wurde eine Reihe von experi- 
mentellen Tumoren in den Bereich der Untersuchung gezogen. Das 
Tiermaterial verdankt das Laboratorium dem Entgegenkommen 
von Herrn Hofrat Gerlach vom Tierseucheninstitut in Médling, 
dem auch an dieser Stelle verbindlichst gedankt sei. 

Es gelangten so zur Untersuchung das Ehrlichsche Adeno- 
carcinom der Maus, das Jensen- und das Flexnersarkom bei 


der Ratte sowie das Roussche Sarkom beim Huhn. Die Ergeb- 
nisse zeigt Tab. 16. 

















Tabelle 16 
1 | 2 | 3 | 4 | 5 
, . . ' S e von 2-+3 
Art des Tumors Nt. Nd. + £.P. GP. Pia 4. che 
Adenocarcinom 
(Ehrlich) . 
BO GS 6 oe 4 ; 12,6 14,8 145,8 18,7 
- ee ee 22,7 16,8 103,9 37,9 
Jensen-Sarkom 
ee ke ae oO 14,8 12,- 143,- 18,7 
Flexner-Sarkom 
OM tw 8,1 17,- 121,3 | 20,7 
Rous-Sarkom ; 
a a ae 16,2 13,7 78,8 29,9 














Gegeniiber den menschlichen Tumoren liegt der Gesamt- 
puringehalt dieser experimentellen Tumoren fast durchgehend 
hoher. Dementsprechend tritt auch der prozentuelle Anteil der 
léshchen Purine zuriick und belauft sich auf 18,7—38°/, des Ge- 
samtpuringehaltes. Auch hier fallt der relativ hohe Anteil des 
Nucleosid- und freien Purin-Stickstoffs auf. 

Kolorimetrische Untersuchungen, die parallel mit der direkten 
Bestimmung durchgefiihrt wurden, ergaben, daB zumindest beim 
Ehrlichschen Adenocarcinom der Anteil des Nucleosid- und freien 
Purinstickstoffes so gut wie ausschlieBlich auf freies Purin zu be- 
ziehen ist. Da aber gerade das Ehrlichsche Miusecarecinom un- 
gemeim leicht zu Nekrosen neigt und bei aller Vorsicht der Priapa- 
rierung es nicht ausgeschlossen ist, daB trotzdem nekrotisches Ge- 
webe mitverarbeitet wurde, sind die Zahlen mit einiger Reserve 
aufzunehmen. Hier kénnte nur die mikroskopische Kontrolle ent- 
scheiden, deren Durchfithrung uns jedoch nicht méglich war. 
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Tabelle 17 
— > ae. | 3 | . 4 5 ie 
Art des Tumors Nt. Nd. + f.P. Summe von | Nt. + Nd. 
| 2+ 3 photometr. 
Adenocarcinom 12,6 14,8 27,4 13,5 
(Ehrlich) 22,7 16,8 39,5 17,5 
Flexner-Sarkom 8,1 17,- 25,1 20,- 














Bei der Ahnlichkeit, welche der Stoffwechsel des embryonalen 
Gewebes nach den Untersuchungen Warburgs mit dem des Tu- 
morgewebes zeigt, schien ein Vergleich beider Gewebe von einigem 
Interesse. Durch einen gliicklichen Zufall konnten einige Meer- 
schweinchen-Embryonen verarbeitet werden. Bei der Kleinheit 
der Embryonen war eine Differenzierung der Gewebe nicht méglich. 
Sie muBten im ganzen verarbeitet werden. Auch reichte das Ma- 
terial nicht zur Bestimmung der Gesamtpurine. Die Werte fiir 
Nucleotide und Nucleoside ergaben nun gegeniiber dem Tumor- 
gewebe einen insofern deutlichen Unterschied, als hier der Nucleo- 
tidstickstoff den Nucleosidstickstoff bei weitem tiberwiegt (Nucleo- 
tid-N 18,5 mg-°/p, Nucleosid-N 7,8 mg-°/o). . 


7. Diskussion der Ergebnisse 


Uberblickt man das Ergebnis der vorliegenden Untersuchungen, 
so zeigt sich zunichst einmal, daB, entgegen der auch heute noch 
weit verbreiteten Ansicht, der Anteil des Nucleinséutepurins 
am Gesamtpuringehalt emes Organes wesentlich niedriger ist, 
als gemeinhin angenommen wird. Den geringsten Anteil der Nu- 
cleinséuren am Gesamtpuringehalt zeigt die quergestreifte Musku- 
latur, und in dieser Hinsicht finden sich zwischen Warmblitern und 
Kaltbliitern, zwischen Wirbellosen und Wirbeltieren keine wesent- 
lichen Differenzen. Durchschnittlich betraigt der Anteil des Nu- 
cleinsiurepurins am Gesamtpurin unter 10°/,. Uber 90°/, des Ge- 
samtpuringehaltes der quergestreiften Muskulatur sind auf die 
léshehen Purine, Nucleotide und Nucleoside, zu beziehen. 

An zweiter Stelle, was den Gehalt an léslichem Purin anlangt, 
steht die Niere mit rund 75°/, léslichem Purin, dicht gefolgt von der 
glatten Muskulatur, bei der der lésliche Purmgehalt rund 74°/, 
betrigt. Es folgen dann Gehirn, Leber, Milz, Pankreas und 
Thymus. 
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Auch im Blut der Vigel mit kernhaltigen Erythrocyten spielt 
der Gehalt an freien Purinen eine nicht unbetrachtliche Rolle und 
betriigt rund 1/; des Gesamtpurins. Der Nucleinsiurepuringehalt 
des Sdugerblutes, auch des menschlichen Blutes, der normalerweise 
nur dem Gehalt der weiBen Blutkérperchen entspricht, la8t sich 
praktisch nicht bestimmen und spielt bei dem relativ geringen An- 
teil der weiBen Blutkérperchen an der Gesamtzahl der zelligen Ele- 
mente auch keine Rolle. 


Betrachtet man die gefundenen Werte fir lésliches Purin vom 
Standpunkt des Stoffwechsels der einzelnen Gewebe aus, so liBt 
sich, soweit Daten vorliegen, eines sagen, da8 in jenen Organen, 
in welchen die Glykolyse im Stoffwechsel eine wesentliche Rolle 
spielt, die relativen Werte fiir lésliches Purin am héchsten gefunden 
werden. Das gilt ganz besonders fiir den quergestreiften und glatten 
Muskel, sowie fiir die Niere, bei denen diese Werte betrachtlich tiber 
den z. B. bei der Leber gefundenen liegen, deren glykolytisches 
Vermiégen als schlecht anzusprechen ist. — 


Kin Kapitel fiir sich bilden die untersuchten Tumoren. Bet 
den menschlichen Tumoren ist der Anteil der léslichen Purine am 
Gesamtpurin noch relativ hoch, bei den experimentellen Tumoren 
hegt er wesentlich niedriger. 


Zu sehr interessanten Schlu8folgerungen kommt man,. wenn 
man neben dem Anteil der léslichen Purine am Gesamtpuringehalt 
auch das Verhaltnis der Nucleoside zu den Nucleotiden beriick- 
sichtigt. Da das Material ausnahmslos unmittelbar nach der Ent- 
nahme aus dem Korper verarbeitet wurde, kann von einer durch 
Autolyse bedingten Verschiebung dieser Werte zugunsten der 
Nucleoside nicht gesprochen werden. Ordnet man nun die einzelnen 
Organe nach ihrem Verhaltnis Nucleosidstickstoff zu Nucleotid- 
stickstoff, wobei der Nucleosidstickstoff gleich 1 gesetzt wird, so 
ergibt sich, daB das héchste Verhiltnis fiir die Nucleotide beim 
quergestreiften Muskel des Warmbliiters gefunden wird. Hier be- 
tragt dieser Wert im Mittel 1:5. Beim Kaltbliiter liegt dieser Wert 
um die Halfte niedriger, 1:2,6. Man kann darin wohl einen Aus- 
druck sehen fiir die wesentlich gréBere Intensitat des Stoffwechsels 
des Warmbliitermuskels. Zwischen diesen Werten liegen die Werte 
fiir die glatte Muskulatur mit einem Verhiltnis Nucleosid-N: 
Nucleotid-N =1:3,8. Auch fir die tibrigen Organe laBt sich im 
allgemeinen ein Uberwiegen des Nucleotid-N iiber den Nucleosid-N 
feststellen. Eime Ausnahme davon macht der Thymus. 
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Kinen Sonderfall bildet das Blut. Hier finden wir fiir mensch- 
liches Blut Werte, die im Durchschnitt nahe an die beim Muskel 
gefundenen herankommen (rund 4) und diesen noch bei weitem 
iubertreffen, wenn man die als Exkretstoff zu betrachtende Harn- 
siure von dem Nucleosidwert abzieht. Ganz anders liegen die Ver- 
haltnisse beim Vogelblut, wo wir Werte finden, welche fiir Nucleo- 
tid-N unter 1 liegen. 

Interessanterweise finden sich beim Gehirn sowohl wie bei den 
Tumoren die niedrigsten Werte fiir diese Relation. Gehirn aber 
ebenso wie Tumor haben einen vom Muskel, der Niere und dem 
Blut abweichenden Stoffwechsel der Kohlenhydrate. Die Glyko- 
lyse erfolgt hier ohne Beteiligung der Phosphorséiure. Das Co- 
ferment der Glykolyse im Gehirn und Tumor ist nach den Unter- 
suchungen von Bumm und Fehrenbach?5) ein anderes als das 
der unter Einbeziehung der Phosphorséiure glykolysierenden 
Organe. 

Es hat auf der anderen Seite den Anschein, als ob in den Or- 
ganen, welche besonders befihigt sind, zu phosphorylieren, das 
Verhaltnis ganz besonders zugunsten der Nucleotide verschoben ist. 
Das gilt sowohl fiir den ‘Muskel als aueh fir das Blut, und wiirde 
der Vorstellung entsprechen, die wir von der Rolle des Adenin- 
nucleotids und der Adenosintriphosphorsaure als Phosphorséure- 
iibertrager haben. Eine scheinbare Ausnahme macht hier das kern- 
haltige Vogelblut. Nun ist aber bekannt, daB kernhaltige Erythro- 
eyten aerob itberhaupt nicht glykolysieren, und anaerob nur sehr 
mangelhaft, bei weitem nicht in der GréBenordnung, wie wir es 
vom menschlichen Blut kennen. 

Beziiglich der an den mannlichen Generationsorganen und 
Spermien der Fische gefundenen Daten laBt sich nichts Eindeutiges 
sagen. Hier ist die Basis noch zu schmal, als da% man eine trag- 
fahige eri aufstellen kénnte. 


Zur Wurchfiihrung der vorliegenden Arbeit wurden dem einen von uns 
(Barrenscheen) Mittel aus der Ella-Sachs-Plotz-Foundation zur Ver- 
fiigung gestellt, fiir die auch an dieser Stelle gedankt sei. 
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Uber die Isolierung von Carbonylverbindungen 
bei der Gewebehydrolyse 


Von 


-Karl Zeile und Hildegard Meyer 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitatslaboratorium in Géttingen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Oktober 1941) 


Den AnlaB zu der vorliegenden Untersuchung gab die Frage, 
inwieweit Carbonylverbindungen unter den Bedingungen der Ge- 
webehydrolyse eine Racemisierung von Aminosiuren verursachen 
kénnen. Dabei wurde folgendes Reaktionsschema zugrunde gelegt: 


R R’ R R’ 7 R’ R R’ 


| | | | | 
HC—NH, +0=C — HCN=C_ => C=N—CH => C=0+H,N—CH 


| | | | | 
COOH RN Coon R” COOH Rk” COOH R” 


Es gilt zweifellos fiir die biologischen Umaminierungsreaktionen 
im Aminosdurestoffwechsel und erklirt auch die Umsetzungen, 
die sich z. B. zwischen Aminosiuren und Brenztraubensaure beim 
Kochen in wiBriger Lésung abspielen und bei denen nach er- 
folgter Decarboxylierung der entstandenen Ketosiuren die ent- 
sprechenden Aldehyde neben Acetaldehyd und Alanin als End- 
produkte beobachtet werden’). Es ist zu erwarten, daB in dem 
Schema alle Reaktionen grundsiatzlich reversibel verlaufen, was 
bei entsprechender Lage der Gleichgewichtsverhaltnisse zu einer 
allmahlichen Racemisierung der Aminosiureverbindungen fihren 
kann. Da nach den Befunden von Kégl und Erxleben®) dem 
Auftreten von racemischen Aminosiuren im entarteten Gewebe 
eine besondere Bedeutung zukommt, andererseits mit dem Auf- 
treten von Carbonylverbindungen bei der Gewebehydrolyse zu 
rechnen war, schien es notwendig, zu priifen, erstens, in welchem 





1 R. M. Herbst u. L. L. Engel, J. of Biol. Chem. 107, 505 (1934); 
Herbst, J. Amer. Chem. Soc. 58, 2239 (1936). 
*) Diese Z. 268, 57 (1939). 
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Umfang solche Carbonylverbindungen entstehen kénnen, und 
zweitens, wieweit sie gegebenenfalls auf Grund ihrer Reaktions- 
fahigkeit mit Aminosaiuren fir eine sekundire Racemisierung 
wihrend der EiweiShydrolyse in Betracht kommen. 

Zur Beantwortung der ersten Frage war ein systematischer 
Arbeitsgang fir die Isolierung von Carbonylverbindungen anzu- 
streben, nachdem bisher im Schrifttum nur vereinzelte Angaben 
iiber die Auffindung solcher Verbindungen (z. B. Lavulinsiure, 
Brenztraubensiure) bei der EiweiB- bzw. Gewebehydrolyse vor- 
lagen. Die Carbonylverbindungen sollten als 2,4-Dint .ophenyl- 
hydrazone abgeschieden und nach Médglichkeit durch chromato- 
graphische Adsorption getrennt werden. Wir fiihrten 2 Versuchs- 
reihen durch: in der ersten wurde jeweils das Dinitrophenyl- 
hydrazin nach beendeter Hydrolyse zugesetzt, in der anderen 
wurde das Reagens als Abfangmittel gleich zu Beginn der Hydro- 
lyse zugegeben. Vorher hatten wir uns iiberzeugt, daB z. B. 
Brenztraubensiure-dinitrophenylhydrazon, mit dessen Auftreten 
wir zunichst rechneten, unter den Bedingungen der Hydrolyse — 
wahrscheinlich wegen seiner geringen Léslichkeit — nicht mork- 
lich angegriffen wird. Im Laufe der Arbeit zeigte es sich, daB 
eine systematische Anwendung der chromatographischen Trennung 
nieht médglich war. Die wirksamste, wenn auch verlustreiche 
Trennung wurde durch fraktionierte Krystallisation erreicht mit 
gelegentlicher Einschaltung einer chromatographischen Stufe. Auch 
die Anwendung von Wasserdampfdestillation zur Abtrennung etwa 
fliichtiger Carbonylverbindungen brachte keinen Vorteil. 

Als Gewebearten wurden untersucht: Normales Rinderherz, 
normale Kalbslunge, Walker-Carcinom, dessen Bereitstellung 
wir Herrn Prof. Brockmann verdanken, Brown-Pearce- 
Tumoren, die uns in getrocknetem Zustand freundlicherweise Herr 
Prof. Domagk zur Verfiigung stellte. 

Es warde darauf geachtet, da8 nur Carbonylverbindungen, 
die wirklich der hochmolekularen Zellsubstanz entstammen, erfaBt 
werden, deshalb wurde das Gewebematerial einer grindlichen Aus- 
waschung unterworfen, wie sie auch Kégl und Erxleben bei 
ihren Gewebeuntersuchungen angewandt haben. 

. Im Folgenden sind'zwei charakteristische Schemata fiir Arbeits- 
gange zur Isolierung von Carbonylverbindungen wiedergegeben; 
A gibt die Aufarbeitung bei Zusatz des Reagens nach der Hydrolyse 
wieder, B bei Zusatz vor derselben. Die Identifizierung siimt- 
licher Substanzen erfolgte durch Analyse und Mischprobe. 
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A. Zusatz des Reagens nach der Hydrolyse. 
8 g Walker-Carcinom 
Hydrolyse 
Fillung durch Reagens 
Pg Atherextraktion nd 


Carbonatunlésliche Fraktion 


Kingeengt (Abscheidung von Aus- 
gangsmaterial) 


Carbonatlésliche Fraktion 
Atherlésung 


Verdampfungsriickstand umkrystal- 
lisiert aus: 


Chloroform-Petrolither, Alkohol- 
Wasser (Tierkohle) Alkohol: 


Schmp. 199—201° 
Livulinsiure-dinitrophenylhydr. 


Verdampfungsriickstand extrahiert 
mit Petrolither 


Riickstand um- Lésung umkryst.’ 
krystallisiert aus: aus Alkohol: 


Alkohol-Wasser, Schmp. 163° 


Petroliither, a eetaldehyd - dini- 
Alkohol: pn 
ophenylhydr. 
Schmp. 146—148 ° 


B. Zusatz des Reagens vor der Hydrolyse. 
8 g Rinderherz 


p Pa Hydrolyse > 
Atherextrakt des Riickstands Atherextrakt der Lésung 


Carbonatlésliche Carbonatunldésl. Carbonatliésliche Carbonatunlésl. 
Fraktion Fraktion Fraktion Fraktion 


—_ chromatographiert umkryst. Wasser Krystallisation: 
Schmp. 200° Schmp. 118—122° 
Nitro-oxy-benzo- Aceton-dinitroph.- 


umkrystallisiert 
aus Chloroform 


Schmp. 178—178° triazol hydrazon 
2,4-Dinitranilin Filtrat: | 
chromatographiert 
umkrystallisiert 


aus Alkohol: 


Schmp. 146—148 ° 


Das Schema B ist kompliziert durch das Auftreten von Um- 
wandlungsprodukten des 2,4-Dinitrophenylhydrazins. Das auf- 
gefundene 2,4-Dinitroanilin entstammt offenbar einem reduktiven 
SpaltungsprozeB; wihrend eine zweite Umwandlung des Reagens 
unter Wasserabspaltung zu dem nitrierten Oxy-benzotriazol fihrt: 


ie 
| 
~\s—N—OH 


UU 


| 
NO, 
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Diese Substanz wurde erstmals von Curtius und Mayer?) 
erhalten, und zwar als Hydrazinsalz (die OH-Gruppe reagiert 
stark sauer) bei der Behandlung von Dinitrophenylhydrazin mit 
Hydrazinhydrat. Bei saurer Reaktion ist bis jetzt die innermole- 
kulare Wasserabspaltung nicht beobachtet worden. 


Die Substanz vom Schmelzp. 146—148° wurde in mehreren An- 
sitzen gefunden (vgl. dazu Tab. 2). Ihre Analysenwerte stimmen 
weder auf das Dinitrophenylhydrazon einer C,-, noch auf das 
einer C,-Carbonylverbindung. Da aber nach verschiedenen Auf- 
arbeitungen stets tibereinstimmende Analysenwerte gefunden wurden, 
muB es sich um eine definierte Mischung dieser Stoffe handeln. 
Aus den Analysenwerten errechnet sich ein Molverhaltnis von 
C,:C,-Kérper wie 3:2. Kin Vergleich mit synthetischem Material 
zeigte ohne~-weiteres durch das Krystallisations- und Schmelz- 
verhalten, daB es sich bei der ©,-Komponente nur um Propion- 
aldehyd und nicht um Aceton handeln kann, die C,-Komponente 
kann nur Acetaldehyd sein. Eine wirksame Trennung der Di- 
nitrophenylhydrazonewar nicht méglich, wederdurch Krystallisation, 
Sublimation, noch durch Adsorption. Ferner versuchten wir durch 
die Aufnahme des Schmelzdiagramms unter Anwendung des 
Koflerschen Mikroschmelzpunktapparats iiber das Vorliegen einer 
Molekiilverbindung Aufschlu8 zu erhalten, indes sind die Schmelz- 
punkte auch der analysenreinen synthetischen Komponenten (ver- 
mutlich infolge Polymorphie) zu unscharf, um Aussagen zuzulassen. 
Hine Entscheidung brachten schlieBlich Debye-Scherrer-Auf- 
nahmen, fiir deren Ausfiihrung wir Herrn Dr. Siedel-Miinchen 
zu groBem Dank verpflichtet sind. Es ergab sich folgendes: Die 
Diagramme von Acetaldehyd-dinitrophenylhydrazon und Propion- 
aldehyd-dinitrophenylhydrazon sind verschieden vom Diagramm 
des Stoffes Schmelzp. 146—148°, dagegen stimmen die Diagramme 
eines solchen analytisch gewonnenen und durch Zusammen- 
krystallisieren der Komponenten im Molverhaltnis 2:3 erhaltenen 
Praparates tiberein. Demnach krystallisiert der Stoff in einem 
eigenen Krystallgitter und ist offenbar eine Molekiilverbindung. 

Als wir mit diesen Untersuchungen beschiftigt waren, erschien 
eine Arbeit von G. Matthiesen, M. u. P. Lipp u. W. Vorwerk?) 
tiber die Isolierung von fliichtigen Carbonylverbindungen aus Harn. 





1) J. prakt. Chem. (N. F.) 76, 369 (1907); K. Macbeth u. R. Price, 
J. Chem. Soe. London 1934, 1637, dortselbst weitere Literatur. 
*) Biochem. Z. 305, 162 (1940). 
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Die Autoren hatten ebenfalls eine Abscheidung als Dinitrophenyl- 
hydrazone vorgenommen und dabei u.a. ein nicht weiter zu 
trennendes Krystallisat erhalten, in dem sie auf Grund der Analysen- 
werte und mikroskopischen Vergleiche ein Gemisch von Propion- 
und Acetaldehyd-dinitrophenylhydrazon vermuteten. 

_ Die Tab. 1 gibt einen Uberblick iiber die von uns und den 
anderen Autoren erhaltenen Analysenwerte. Abweichend ist nur 
ein N-Wert der letzteren. 






































| Tabelle 1 
| : . Ausgangsmaterial und 
’ ” x Arbeitsgang (vgl. S. 3) 
C,H,,0,N, 45,36 4,23 23,53 
C,H,0O,N, 42,84 3,60 25,00 
»Gefunden: 44,57 4,28 24,01 Walker A 
44,52 4,08 24,10 Herz B 
44,50 3,87 24,20 Walker A 
44,44 4,02 24,14 Brown-P. B 
44.55 4,08 24.15 Walker B 
§.C,8.,0,N . | 
> OHON: 44,35 3,98 24,12 
Gefunden: 44,16 3,87 24,37 Harn (nach Mathiesen 
44,08 3,88 24,69 und Mitarbeiter) ') 


Nach allen Befunden ist es sicher, daB die Substanz vom 
Schmelzp. 146—148° aus Propionaldehyd- und Acetaldehyd- 
dinitrophenylhydrazon im Molverhiltnis 3:2 besteht. 

Tab. 2 bringt eine Zusammenstellung der aus den verschiedenen 
Gewebearten — je 8 g — isolierten Carbonylverbindungen. Ks 
zeigen sich bei gleicher Behandlungsart keine charakteristischen 
Unterschiede nach Art und Menge. 

Die Ausbeutezahlen geben wegen der mit der Auftrennung 
und Reinigung verbundenen Verluste keinen zuverlissigen Uber- 
blick iiber die tatsichlich gebildete Menge der Carbonylverbindungen. 
Einen besseren Anhalt gewinnt man aus der Menge des rohen 
Phenylhydrazongemisches unter Beriicksichtigung des nicht um- 
gesetzten Reagens. Von 1,5 g eingesetzten Dinitrophenylhydrazins 
wurden durchschnittlich 0,5 g zuriickgewonnen, wahrend die Menge 
des rohen Phenylhydrazongemisches etwa 1,4 g betrug. Rechnet 
man im Durchschnitt mit 1/, der Phenyilhydrazonmenge fir die 





1) Biochem. Z. 305, 162 (1940). 
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: _ “ | 
reine Carbonylverbindung — bei Lavulinsiiure ist es °/,, bei Acet- ‘| 
aldehyd 1/, — so errechnen sich 0,35g Carbonylverbindungen, 
d. i. etwa 4,5°/, der mit 8 g eingesetzten Gewebemenge. 









































Tabelle 2 m6 
a ~—- a 

Liivulin- | Acet-Propion- A 

sure |aldehydgemisch | “°t@ldehy¢ | — Aceton 

Aje, #2 | @ YA, SPA! SB 
Rinderherz. . . | | + = | ae 
Kalbslunge. . .) + | — + “ | | 
Walker-Carcinom| + | — + | + + - + | = 
Brown-Pearce-T.] + | — | - | + [| + 1 - - -- 
mg roh ... .}| etwa2Zv? 
mg rein. ...{ 50—100 10—30 etwa 100 etwa 10 














Vergleich der aus verschiedenen Geweben als Dinitrophenylhydrazone iso- 
lierten Carbonylverbindungen. 


A, B: Vgl. Arbeitsgiinge S. 113. Die in der unteren Reihe angegebenen 
Ausbeutezahlen beziehen sich auf die mit + bezeichneten Fille. — be- 
deutet nicht gefunden; kein Zeichen, nicht untersucht. 


Fiir die Erérterung der Entstehungsméglichkeiten der auf- 
gefundenen Carbonylverbindungen sind neben dem EKiwei8 auch 
Kohlenhydratkomponenten zu beriicksichtigen. So erklart sich 
das Auftreten von Livulinsiure, die iibrigens schon friiher bei 
der Hydrolyse von Nucleinsiure verschiedener Herkunft beobachtet 
wurde?), In diesen Fillen bildet sich die Livulinsiiure aus der 
als Kohlenhydratkomponente eingebauten 2-Desoxyribose 2). 

Auffallenderweise wurde keine Brenztraubensiure gefunden, 
die ja nach alteren Befunden von Baumann aus Serin und 
Cystein zu erwarten wire; wahrscheinlich ist sie unter unseren 
Versuchsbedingungen bis zum Acetaldehyd abgebaut worden. Als 
Muttersubstanz des Propionaldehyds kommt in Analogie zur 
Acetaldehydbildung die «-Amino-f-oxybuttersiure, das Threonin, 
oder auch die carboxylreichere Verbindung, die Oxyglutaminsiure 
in Betracht. Beide Oxyaminosiiuren sind bekanntlich unter den 
Bedingungen der KiweiBhydrolyse wenig stabil. 

Bei der Priifung der Frage, inwieweit die Carbonylverbindungen 
fiir eine Racemisierung der Aminosiuren unter den Bedingungen 








) Vgl. z. B. Beilsteins Handbuch d. org. Chemie, 4. Aufl., 3, 672. 
*) P. A. Levene u. T. Mori, J. of Biol. Chem. 83, 803 (1929). 
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der EiweiBhydrolyse in Betracht kommen, beschrinkten wir uns 
im Hinblick auf die von Kégl an der Glutaminsaure beobachteten 
groben Effekte auf diese Aminosiure. Beim Umsatz mit Livulin- 
siure, Acet- und Propionaldehyd in Konzentrationen, wie sie 
wahrend der Eiwei8hydrolyse entstehen, wurde wihrend 8 Stunden 
bei 120° in 20°/,-iger Salzsiure keine Anderung der optischen 
Drehung beobachtet. Um die Aciditatsverhiltnisse miéglichst denen 
der Eiwei8hydrolyse anzugleichen, wurde in anderen Versuchen 
Glykokoll als Puffer zugesetzt, wobei die Glykokollmenge der in 
den Gewebeversuchen eingesetzten Gesamtstickstoffmenge ent- 
sprechend gewahlt wurde. Auch unter diesen Bedingungen war 
keine Drehungsinderung zu beobachten. 

Von vornherein nicht so eindeutig liegen die Verhiltnisse, 
wenn die Carbonylverbindung in schwach saurem Medium mit 
Glutaminsiure erhitzt wird (Molverhaltnis HCl: Glutaminsiure 
gleich 1). Hier liegt im Gleichgewicht eine merkliche Menge 
Pyroglutaminsiure (Pyrrolidoncarbonsadure) vor’), Da diese An- 
hydroverbindung im Gegensatz zur Glutaminsiure links dreht, 
ist die Einstellung des Gleichgewichtes auf jeden Fall von einer 
Drehungsabnahme begleitet. Wir fanden, daB der Zusatz von 
Carbonylverbindungen an dem endgiiltig erreichten Drehwert des 
Gleichgewichtes nichts andert, auch wenn die Kinwirkungsdauer 
iiber 24 Stunden ausgedehnt wird?). Uberdies haben wir in einem 
Fall die Glutaminsaiure als Chlorhydrat zuriickgewonnen, sie erwies 
sich. als optisch reine 1(+)-Glutaminsiure. Fiir eine Kinwirkung 
von Carbonylverbindungen auf Aminosiuren unter den Be- 
dingungen der HiweiBhydrolyse haben sich also keine Anhalts- 
punkte ergeben. 

Versuchsteil 

Das der Hydrolyse unterworfene Gewebematerial wurde nach der 

von Kégl und Erxleben gegebenen Vorschrift vorbereitet. 


Arbeitsgang nach Schema A. 8g getrocknetes und fein zermah- 
lenes Walker-Carcinom wurde mit 27 ccm konzentrierter HCl 7 Stunden am 
Riickflu8kiihler erhitzt. Das Hydrolysat wurde in der Kilte mit NaOH 
neutralisiert, die schwarzen Flocken abfiltriert, und der Filterriickstand mit 





1) Vgl. z.B. Menozzi u. Appiani, Gaz. Ital. 241, 373 (1894), 
EK. Abderhalden u. K. Kautzsch, diese Z, 68, 491 (1910); Foreman, 
Biochem. J. 8, 487 (1919); Ch. Okinaka, Chem. Z. 1928 I, 2399; 
Y. Takayama, Bull. chem. Soc. Japan 8, 137 (1933). 

2) So ist auch die von Knoop und Martius beim Erhitzen von 
Glutaminsiure mit Brenztraubensiure in wiibriger Loésung beobachtete 
Drehungsinderung (diese Z. 258, 241) durch Wasserspaltung zu erklaren. 
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wenig Wasser ausgewaschen. Volumen 75 ccm. Hiierzu wurde eine heiB 
gesittigte Lésung von 1,5 ¢ Dinitrophenylhydrazin in 50 ccm 2n-HCl ge- 
geben. Der geringfiigige Niederschlag wurde mit der Lésung zusammen 
8/, Stunden auf dem Wasserbad erwirmt. Nach dem Erkalten wurde im 
Flissigkeitsextraktor mit 1 Liter Ather extrahiert. Zur Abtrennung der 
sauren Fraktion wurde mit 0,5°/,iger Sodalésung ausgeschiittelt, die soda- 
lésliche Substanz durch mehrmaliges Ubertreiben in Ather und abermaliges 
Ausschiitteln mit Soda gereinigt. SchlieBlich wurde die Atherlésung dieser 
Fraktion zur Trockne eingedampft, der Riickstand mit Chloroform auf- 
genommen, mit Petrolither wieder ausgefallt. Darauf wurde zur weiteren 
Reinigung die alkoholische Lésung der Substanz mit Tierkohle gekocht, im 
Filtrat die Substanz mit Wasser wieder ausgefillt. 73,6 mg Ausbeute. Nach 
mehrmaligem Umkrystallisieren aus Alkohol wurden gelbe Nadeln vom 
Schmelzp. 199—201° isoliert, die durch Mischschmelzpunkt und Analyse mit 
Lavulinsiéure-dinitrophenylhydrazon identifiziert werden konnten. 


5,162 mg Subst. (getr. bei 80° i. Hochv.): 8,455 mg CQ,, 1,900 mg H,O. 
— 2,788 mg Subst.: 0,455 cem N, (22°, 767 mm). 


C,,H,.0,N, 296,13) Ber. C 44,57 H 4,08 N 18,92 
Gef. ,, 44,67 ,, 412 ,, 19,06. 


Aus Brown-Pearce-Tumor wurden nach der Reinigung mit Tierkohle 
95 mg, aus Kalbslungengewebe 46 mg isoliert. 

Alle carbonatunléslichen Bestandteile wurden aus den vereinigten 
Atherrestlésungen durch Eindampfen abgeschieden. Der Riickstand wurde 
mehrere Male mit hochsiedendem Petrolither auf dem Wasserbad extra- 
hiert, die vereinigten Ausziige in Eis-Kochsalzmischung abgekiihlt. An der 
Glaswand schieden sich derbe, orangerote Krystalle ab, die nach 6fterem Um- 
krystallisieren aus Alkohol gelbe Nadeln vom Schmelzp. 162—163° ergaben. 
Sie erwiesen sich als identisch mit Acetaldehyd-dinitrophenylhydrazon. 


3,955 mg Subst.: 6,240 mg CO,, 1,230 mg H,O. — 4,370 mg Subst.: 
0,990 cem N, (24°, 720 mm). 
C,H,N,O, (224,1) Ber. C 42,84 H 3,60 N 25,00 
Gef. ,, 43,03 » 3,47 » 24,66. 

Die Ausbeuten betrugen etwa 100 mg reinster Substanz, ebenfalls bei 
Brown-Pearce-Tumor und Lungengewebe. 

Der Riickstand der Petrolitherextraktion wurde aus Alkohol-Wasser 
umgefillt unter Zusatz von Tierkohle, dann wurde aus hochsiedendem 
Petrolither und mehrmals aus Alkohol umkrystallisiert. Hierbei bildeten 
sich orangerote Krystalle vom Schmelzp. 146—148°. 


3,610 mg Subst. (getr. bei Zimmertemp. i. Hochv.): 5,900 mg CO,, 
1,380 mg H,O. — * 3,759 mg Subst.: 0,834 eem N, (23°, 720 mm). 


Die Analyse stimmt auf ein Gemisch von 3 Molen Propionaldehyd- 
und 2 Molen Acetaldehyd-dinitro-phenylhydrazon. 


Ber. C 44,35 H 3,98 WN 24,12 
Gef. ,, 44,57 » 400. » S60. 
Bei gemeinsamer Krystailisation der synthetischen Hydrazone im 


Mischungsverhiltnis 3:2 wurden dieselben Nadeln erhalten (Schmelzp. 148°); 
das Gemisch zeigte mit dem analytischen Material keine Depression. 
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Aus Brown-Pearce-Tumor und Lungengewebe konnte an derselben 
Stelle des Arbeitsganges die Molekiilverbindung nicht isoliert werden. In 
einem Falle konnte bei der Aufarbeitung der carbonatunldslichen Anteile 
aus Walker-Carcinom aus der alkoholischen Liésung neben den Aldehyd- 


derivaten auch Acetondinitrophenylhydrazon (Schmelzp. 118—121%) isoliert 
werden. 


2,501 mg Subst. (getr. bei Zimmertemp. i. Hochy.): 0,509 cem N, (23,5°, 
761 mm). 
CyH,.N,O, (238,1) Ber. N 23,53 Gef. 23,46. 


Arbeitsgang nach Schema B. 8 ¢ getrocknetes und fein zermahlenes 
Gewebe aus Rinderherz wurde mit 4 g Dinitrophenylhydrazin gut gemischt 
und mit 30 cem konzentrierter HCl 7 Stunden auf dem Drahtnetz am Riick- 
fluBkiihler erhitzt. Nach dem Erkalten wurde die dunkelbraune Lésung 


‘vom Riickstand abfiltriert und dieser mehrmals mit verdiinnter HCl nach- 


gewaschen. Riickstand (I) und Filtrat (II wurden in der Hiilse bzw. im 
Flissigkeitsextraktor bis zur Erschépfung mit Ather extrahiert. Beide 
Extrakte wurden in gleicher Weise weiterbehandelt. I. Die Atherlisung 
wurde zur Abtrennung carbonatléslicher Bestandteile mehrmals mit 0,5°/, 
Na,CO,-Lésung ausgeschiittelt, die Carbonatfraktion fiir sich durch 6fteres 
Ausschiitteln der angesiiuerten Lisung mit Ather und Extrahieren mit Car- 
bonatlésung gereinigt. Der Eindampfriickstand ergab jeweils geringe Mengen 
nicht weiter zu reinigender Substanz. Alle im Ather zuriickbleibenden 
Bestandteile wurden mit der zuriickbleibenden Atherlésung der ersten Car- 
bonatextraktion vereinigt und auf 200—300 cem eingeengt. Zur weiteren 
Reinigung wurde an Al,O, (mach Brockmann) adsorbiert. Es wurde eine 
mehrfache Schichtbildung ohne sehr ausgepriigte Grenzen beobachtet. Die 
Hauptmenge der Substanz nahm eine breite gelbe Zone ein, dis langsam 
durch die Siiule wanderte und mit Ather nach Abfangen eines gering- 
fiigigen Vorlaufs vollends ausgewaschen wurde. Nach Umkrystallisieren 
des Eindampfungsriickstandes aus Chloroform wurden gelbe Krystalle vom 
Schmelzp. 177—178° erhalten. Ausbeute 520mg. Der Mischschmelzpunkt 
mit synthetischen 2,4-Dinitranilin (Schmelzp. 178—179°) ergab keine De- 
pression. Priparate, die nach gleichem Verfahrem aus Walker-Carcinom 
isoliert wurden, ergaben folgende Analyse: 


5,198 mg Subst. (getr. bei Zimmertemp. i. Hochv.): 7,435 mg CO,, 
1,280 mg H,O. — 3,028 mg Subst.: 0,603 eem N, (24°, 762 mm). 


C,H,0,N, (183,06) Ber. C 39,33 H2,75 N 22,96 
Gef. ,, 3962 ,, 2,80 ,, 22,96. 


Aus Walker-Carcinom wurden an reiner Substanz bis zu 710 mg, aus 
Brown-Pearce-Tumor 640—660 mg isoliert. An Rohausbeute wurde bis 
nahezu 1 g erhalten. 


_ IL Die wie bei I. erhaltene gereinigte Carbonatfraktion wurde in 
Ather iibergefiihrt uad zur Trockne eingedampft. (Die vorherige Reinigung 
an Al,O, gelang nicht.) Rohausbeute 340 und 370 mg eines braunen Pulvers. 
Nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus heiBem Wasser unter Zusatz von 
Tierkohle wurden schwach gelbliche Nadeln vom Schmelzp. 200°, die nach 
Mischschmelzpunkt und nye mit 1-Oxy-6-nitro-benztriazol identi- 
fiziert werden konnten. 
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5,521 mg Subst. (getr. bei Zimmertemp. i. Hochy.): 8,200 mg CO,, 
1,300 mg H,O. — 2,908 mg Subst.: 0,812 eem N, (26°, 750 mm). are 


C,H,N,O, (180,06) Ber. C 39,99 H2,24 N 31,12 
Gef. ,, 40,56 ,, 2,64 ,, 31,46. 


Aus dem Brown-Pearce-Tumor waren 290 mg Rohsusbeute an Nitro- 
oxybenzotriazol erhalten. 

Die vereinigten nicht carbonatléslichen Fraktionen wurden wiederum 
auf etwa 300 cem eingeengt. Aus dieser Lésung schied sich eine dunkelrot 
gefiirbte Substanz aus. Nach verlustreichem Umkrystajlisieren aus Alkohol 
wurden geringe Mengen kleiner gelber Nadeln vom Schmelzp. 118—122° 
erhalten. Diese waren nach Analyse und Mischschmelzpunkt mit syntheti- 
siertem Hydrazon identisch mit Aceton-2, 4-dinitropherylhydrazon. 


5,321 mg Subst. (getr. bei Zimmertemp. i. Hochv.): 8,900 mg CO,, 
2,070 mg H,O. — 2,204 mg Subst.: 0,445 cem N, (22,5°, 758 mm). 


C,H,,0,N, (238,11). Ber. C 45,36 H423 N 23,53 
Gef. ,, 45,63 ,, 435 ,, 23,26. 


Das Filtrat der roten Krystalle wurde mit Al,O, chromatographiert, 
die breite gelbe Zone nach Auffangen eines Vorlaufs mit Ather heraus- 
gewaschen, das Eluat zur Trockne eingedampft und der Riickstand mehr- 
mals aus Alkohol umkrystallisiert. Orangerote kriftige Nadeln, Schmelz- 
punkt 146—147°, Ausbeute etwa 20mg. Der Stoff verhielt sich in jeder 
Hinsicht wie der im Arbeitsgang A beschriebene yom Schmelzp. 146—148°; 
die Analyse ergab keine Abweichungen (vgl. Tab. 1). 

In ebenfalls geringer Ausbeute und mit iibereinstimmender Analyse 
wurde die Molekéiverbindung der Hydrazone aus Brown-Pearee-Tumor 
und Walker-Carcinom isoliert. 

Umsetzung von Glutaminsdure mit Carbonylverbindungen. Wih- 
rend bei der Einwirkung von Carbonylverbindungen auf Glutaminsiure in 
Gegenwart 20°/,iger HCl bei 120° in 12 Stunden keine Anderung der 
Drehung beobachtet wurde, ergaben sich beim Umsatz von Glutaminsiure- 


hydrochlorid in waBriger Lisung, z. B. mit Livulinsiure, folgende Verhiilt- 
nisse: 














Ansatz Versuchs- Drehungs- 
bedingungen abnahme 
5 g Glutaminsiurehydrochlorid _ 7 Stunden. 115—120° -- } 40 °/,; : 


3,16 g (1 Mol) Liévulinsiure 
50 cm® Lésung 


“ 


desgl. 14 Stunden 115—120° 40,8 °/, 
desgl. weitere 7 Stdn. 135—136° 40,8 °/, 
2,5 g Glutaminsiurehydrochlorid ? Stunden 120° 39,3 °/, 





(25 ‘em® Lésung) 





Dieselben Drehungsinderungen wurden auch mit Brenztraubensiure 
und Propionaldehyd beobachtet, Acetaldehyd erwies sich wegen verursachter 
Braunfiirbung zur Untersuchung nicht geeignet. 
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Rontgendiagramme des Spirographisesters 





Schmelzp., 284° 





Schmelzp. 281° 
Fig. 1 
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Fig. 4. Analytisches Priparat 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. 


Zu Hans Fischer und Guido Wee 


—,,Synthese des Spirographisporphyrins*. 


Band 


ker, 
(Seite 1) 


97-9 


ald, 


Tafel I 
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berechnet werden sollen. Leicht lesbar abgefafte Schreeiitze — auch 
commiumileds 0, Sk 
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